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9.1.1: Complexe Rad9/Rad1/Hus1 
A : adénine 
Aa : acides aminés 
ACD dysplasie adenocortical 
ADN : acide désoxyribonucléique 
ADNc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 
ALT: alternative lengthening of telomeres 
ANK: ANKyrin 
APB: Alternative PML Bodies 
ARN : pol II polymérase à ARN de type II  
ARN: acide ribonucléique 
ARNi : interférence ARN  
ARNm : Acide RiboNucléique messager 
AT : syndrome d’ataxia telangiectasia  
ATLD : Ataxia-Telangiectasia Like Disorder 
ATM : Ataxia telangiectasia mutated  
ATR :  ATM Rad3-related protein  
b : base 
BER : réparation par excision de bases  
BET : bromure d’éthidium  
BFB : Bridges/Fusions/Breakage  
BLM : Bloom syndrome  
B-NHEJ :backup NHEJ  
BRCA1/2 : breast cancer associated protein 1/2  
BRCT: BRCA1-Carboxyl Terminal 
BrdU : 5’ Bromo-2-deoxyuridine 
C : cytosine 
CDBs : Cassures doubles brins 
CDK :Kinase dépendante des cyclines  
CDK1 :Cyclin Dependant Kinase 1 
CHAPS : 3-[3-(Cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate 
ChIP : Chromatine ImmunoPrecipitation  
Chk: checkpoint kinase  
CHO : chinese hamster ovary  
CMV: cytomégalovirus  
c-myc : myelocytomastosis 
CoFISH (Chromosome Orientation FISH) 
CSBs : Cassures simples brins 
DKC1 Dyskeratosis Congenita gene 1 
D-loop : displacement loop 
DMSO : diméthylsulfoxyde 
DNA-PK : DNA-dependent protein kinase  
DNA-PKcs : sous-unité catalytique de la DNA-PK  
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D-NHEJ : DNA-PK-dependent NHEJ  
DNMT1 : DNA methyltransfèrase 1 
dNTP : désoxyNucléotides TriPhosphates 
DSB : cassure double-brin de l’ADN  
E6 :Human Papillomavirus type 16, E6 protein 
EBV : virus d’Epstein-Barr  
ECTR : extrachromosomal telomeric repeat 
EDTA : acide éthylenediamine tétra-acétique 
ELISA :Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay 
EPT : Effet de Position Télomérique 
ERCC : Excision repair cross-complementing  
FEN-1 : Flap endonuclease 1  
FISH : Fluorescence In Situ Hybridization 
G : guanine 
G6:6éme génération 
GGR : Réparation globale du génome  
HAT ; Histones AcétylTransférases 
HDAC Histones déacétylases 
hEST1A : human Ever Shorter Telomere 1, A 
hnRNPA1 : Heterogenous nuclear Ribonucleoprotein A1 
HSP90 Heat-Shock 90 kDa 
hTERT : human Telomerase REverse Transcriptase 
hTR : human Telomerase RNA component 
HU : Hydroxyurée  
kb : Kilobase 
KD :knock-down  
kDa : Kilo Dalton 
KO : knock-out  
kpb kilo paires de bases 
LigIII : Ligase III 
LigIV : Ligase IV  
M1 (Mortality Stage 1) 
MAD : MAX Dimerization Protein 
MDC1 :  Mediator of DNA damage checkpoint 1  
MEF : fibroblastes embryonnaires de souris  
miRNA :  micro RNA  
MMEJ : microhomology-mediated end joining  
MMR: réparation des mésappariements  
MNase :Microccocus Nuclease 
MRE11A : Meiotic Recombinaison 11, S. cerevisia, homolog of. 
MRN : complexe MRE11/RAD50/Nbs1  
NER : réparation par excision de nucléotides  
NHEJ : Non Homologous End-Joining 
NLS :Nuclear Localization Sequence 
NOLA :  Nucleolar Protein Family A 
P53 : Tumor Protein 53 kDa 
PARP : poly(ADP-ribose) polymérase  
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PARP: PolyAdenosine-diphosphate-Ribose Polymerase 
Pb:  paire de bases 
PCC ( premature condendation of chromosomes) 
PCNA:  proliferating cell nuclear antigen  
PCR: Polymerase Chain Reaction 
PD : doublement de population 
pEBV vecteurs dérivés du virus d’Epstein-Barr  
PI-3 kinase: phosphatidylinositol 3’ kinase 
PINX1: PIN2-Interacting Protein 1 
PIP1: POT1 interacting protein 1 
PKA: Protein Kinase A 
PKB: Protein Kinase B 
PKC: Protein Kinase C 
PML: Promyelocytic Leukemia 
PNA: Peptide Nucléic Acid 
PNK: polynucleotide kinase  
Pol: polymérase à ADN  
POT1: Protection of telomeres 1 
PrB: Protéine du Rétinoblastome 
RAD50: RAD50, S. cerevisiae, homolog of 
RAD51:RAD51, S. cerevisiae, homolog of 
RAD52:RAD52, S. cerevisiae, homolog of 
RAD54:RAD54, S. cerevisiae, homolog of 
RH : recombinaison homologue  
RI : radiations ionisantes  
ROS : espèces actives de l’oxygène  
RPA : replication protein A  
RS-SCID radiosensitive SCID  
RT : reverse transcriptase 
RT-PCR Reverse Transcription-PCR 
SCE: Sister Chromatides Exchanges 
SCID: Severe Combine Immunodeficiency 
shRNA: short hairpin RNA  
siRNA: small interfering RNA  
SMC: Structure Maintenance of Chromosomes 
SMDG: Suppressors with Morphogenetic Defects in Genitalia 
SP1: Transcritpion Factor Sp1 
SSA: single-strand annealing  
SSB : cassure simple-brin de l’ADN  
SV40: Simian Virus 40 
SVF: sérum de veau foetal 
T : thymine 
TANK : tankyrase 
TBE : Tris/Borate/EDTA 
TCR: réparation couplée à la transcription  
TdT: déoxynucléotidyltransférase terminale  
TID: Telomerase Inhibitory Domain 
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TIF2: Transcriptional Intermediary Factor 
TIFs: Telomere dysfonction Induced Focis 
TIN2 TRF1-Interacting Nuclear factor 2 
T-loop : telomeric loop 
TLS : synthèse trans-lésionnelle  
Topo II: topoisomérase de type II  
TP53BP1: tumor protein 53 binding protein 1  
TRAP: Telomeric Repeat Amplification Protocol 
TRD:  Telomere Rapid délétion  
TRF1: Telomeric Repeat-Binding Factor 1 
TRF2: Telomeric Repeat-Binding Factor 2 
TRFH: TRF homology domain 
Tris-HCl : hydrochlorure de Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 
TSA:Trichostatine A 
T-SCE : Telomere-SCE 
TTD : trichothiodystrophie  
UV : ultraviolet 
UV : ultraviolet  
WRN: hélicase Werner  
WRN: Werner syndrome gene 
WS : syndrome de Werner  
XP : xeroderma pigmentosum  
XP-F : groupes de complémentation de XP F  
XRCC: X-ray cross complementing  
β-gal: β-galactosidase 
γ-H2AX: forme phosphorylée de l’histone H2AX  
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L’ADN constitue le support de l’information génétique  qui doit être transmis intact  aux cellules 
filles. Le maintien de l’intégrité génomique est basé sur l’organisation spatiale ordonnée et 
compacte de l’ADN présent dans le noyau sous une forme particulière, les chromosomes, qui 
protège l’ADN contre les dommages. En effet, au cours de la vie cellulaire, l’ADN va être la 
cible d’attaques diverses (endogène, exogène) qui entraînent une grande variété de modifications. 
Dans le cas où des altérations persistent, les cellules somatiques en repos ou en prolifération 
accumuleront des dommages qui peuvent conduire à la perte de certaines fonctions. Des lésions 
de l’ADN peu fréquentes sont majoritairement responsables de la létalité des cellules. D’autres 
dommages peuvent aussi favoriser l’apparition de mutations qui à long terme peuvent participer à 
l’émergence d’un processus de cancérogenèse. Les chromosomes présentent, au niveau de leurs 
extrémités, des structures  particulières qui permettent de distinguer les extrémités naturelles des 
cassures chromosomiques. Ces structures particulières participent au maintien de l’intégrité du 
génome en limitant d’éventuelles dégradations ou fusions chromosomiques.   
L’incapacité des cellules à synthétiser les extrémités des chromosomes entraîne la perte 
progressive de leurs séquences terminales au fil des cycles de réplication cellulaire. Le 
raccourcissement des chromosomes dans la plupart des cellules somatiques jouerait un rôle 
déterminant dans la sénescence cellulaire. Après avoir atteint une taille critique, les cellules 
arrêtent de proliférer  pour entrer dans un état distinct de la quiescence cellulaire. Cet arrêt 
cellulaire peut être contourné par l’inactivation de gènes impliqués dans le contrôle du cycle 
cellulaire. Ainsi, les cellules poursuivent leur prolifération et la taille des télomères continue de 
décroître. Cette période est marquée par une instabilité croissante des chromosomes, qui est 
inversement proportionnelle à la taille des télomères. Cette instabilité est exacerbée lorsque les 
télomères atteignent leur taille minimale, après un certain nombre de divisions cellulaires au delà 
desquelles les cellules commencent à entrer en « crise ». Toutes les cellules qui échappent 
spontanément à la crise sont celles qui ont stabilisé leurs télomères, par un processus qui fait 
intervenir soit une réactivation de la télomérase, soit un mécanisme appelé ALT. 
Les cellules, qui maintiennent la taille de leurs télomères, ont acquis la potentialité de proliférer, 
on parle alors de cellules immortelles. Néanmoins, ces cellules ne sont pas cancéreuses. En effet, 
les cellules cancéreuses sont non seulement immortelles (ou en tout cas capables de croissance à 
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long terme in vitro), mais elles présentent aussi deux autres caractéristiques propres au phénotype 
de transformation  cellulaire : (1) une prolifération continue exacerbée même en l’absence de 
facteurs de croissance ; et (2) une perte de la propriété d’inhibition de contact et une capacité de 
former des colonies en l’absence de support. Les télomères constituent en ce sens un acteur 
majeur dans l’immortalisation cellulaire, prélude d’un processus de cancérogenèse. Ainsi, le 
maintien des télomères apparaît décisif dans la mise en place d’un processus de cancérogenèse. 
De récentes études abordent la notion d’organisation fonctionnelle des télomères laissant 
entendre que le statut télomérique d’une cellule doit être appréhendé au-delà des simples 
paramètres de la taille des télomères ou de l’activité de la télomérase.   
Une exploration des télomères en biologie clinique devrait également inclure une étude de 
l’expression de l’ensemble des protéines impliquées dans la structure et la fonction des télomères 
basée sur des mesures de l’instabilité télomérique (ponts anaphasiques, cassures 
chromosomiques, fusions télomériques, colocalisation des foyers de réparation et des 
télomères…). Ces analyses pourraient améliorer le diagnostic, le pronostic des cancers,  tout en 
prédisant une éventuelle réactivité des cancers vis-à-vis de thérapies anti-télomérase, voire anti-
télomère.  
Compte tenu de leurs structures, dans certaines conditions, les télomères peuvent être 
assimilables en certains points à des cassures  chromosomiques. Dans cette optique, notre étude 
vise à déterminer dans quelles circonstances les télomères peuvent être pris pour cibles par les 
mécanismes de réparation de l’ADN. Plus précisément, ce travail nous a conduit à aborder la 
contribution respective de deux des mécanismes de la réparation,  les mécanismes de 
recombinaison NHEJ et RH dans le maintien de l’intégrité des télomères. Durant ce manuscrit, 
nous détaillerons l’étendue des connaissances relatives à l’interaction entre des extrémités 
chromosomiques et les mécanismes de réparation. Puis, nous définirons le comportement de ces 
mécanismes vis-à-vis des télomères. Ensuite, nous démontrerons qu’en absence des mécanismes 
de la recombinaison, l’intégrité des télomères est affectée. Enfin, nous tâcherons de déterminer 
leurs contributions respectives dans l’homéostasie télomérique.  
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Synthèse bibliographique 
Chapitre I. Télomères et généralités 
 
Télomères: Généralités 
Les Télomères ou les extrémités des chromosomes linéaires eucaryotes ont été décrits pour la 
première fois il y a 80 ans par Muller et McClintock respectivement chez la drosophile et le maïs. 
Muller a montré que les extrémités des chromosomes interagissent rarement avec les extrémités 
de cassures radio induites. Ainsi, il proposa que les extrémités des chromosomes possèdent une 
structure particulière appelé télomères du grec telos (fin) et mere (segment). Ce concept ne 
désignait pas seulement l’extrémité physique des télomères mais plutôt « un gène terminal avec 
une fonction particulière qui est ancré à l’extrémité ». Dans un même temps, B. McClintock 
étudiant les cassures radio induites démontre que les chromosomes cassés fusionnent  
régulièrement au niveau des extrémités  avec les chromatides sœurs, menant à des cycles de 
cassures /fusions/ ponts presque toujours associés à des pertes de séquences télomériques au 
niveau des points de jonction. Ainsi, elle distingue les chromosomes altérés des chromosomes 
normaux  selon l’existence ou non de cycles d’instabilité. A l’image des séquences génomiques, 
les séquences télomériques peuvent être remaniées spontanément (très rarement) ou bien suite à 
un stress environnemental. Ces remaniements sont divers mais font suite à une altération de la 
structure des télomères, occasionnant divers remaniements parmi lesquels on retrouve des fusions 
ou associations selon les cas, des pertes ou gains de télomères et des échanges réciproques ou non 
entre ces séquences. 
A eux deux, Muller et Mc.Clinctock  démontrent que les chromosomes  présentent des cassures 
aux extrémités qui conduisent à des cycles d’instabilité remaniant considérablement le génome. 
Ainsi, dés le début du siècle, les extrémités des chromosomes sont jugées indispensables au 
maintien de l’intégrité des chromosomes.  
Depuis les années 90, la notion de  « télomère capping » a été avancée. Ainsi,  l’organisation 
fonctionnelle des télomères assurerait une protection contre des événements de recombinaison 
inappropriés ou d’éventuelles dégradations. 
 
. 
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II. Structure des télomères : ADN télomérique 
 
1. ADN Télomérique 
 
Les télomères sont des structures nucléoprotéiques  particulières, localisées à l’extrémité de  
chromosomes linéaires, indispensables au bon fonctionnement de la cellule. Les télomères 
permettent  de distinguer les extrémités naturelles de l’ADN lésé empêchant ainsi l’activation des 
points de contrôle ou « checkpoints » consécutifs à la détection des cassures de l’ADN. Les 
télomères participent à de nombreux événements cellulaires tels que le maintien de l’intégrité 
génétique, l’organisation du noyau, la ségrégation des chromosomes. 
 La séquence des télomères varie selon les espèces. La première séquence télomérique fut décrite 
chez le protozoaire cilié Tetrahymena thermophila (Blackburn E. H. et al., 1978). Ses télomères 
sont constitués de séquences TTGGGG répétée de 50 à 70 fois. Les séquences télomériques 
correspondent à une succession de motifs nucléotidiques répétés en tandems. Le nombre ce ces 
répétitions varie selon les espèces, les individus voire les chromosomes. Tout d’abord, la taille 
des motifs répétés varie selon les espèces. Des motifs peuvent atteindre jusqu'à 22 paires de bases  
notamment chez la levure bourgeonnante Candida Albicans. Certaines espèces présentent 
d’autres types de motifs avec notamment des éléments transposables. Ainsi, chez la drosophile, 
les télomères sont constitués de 2 éléments transposables HetA et TART (Biessmann et al., 
1990). Par ailleurs, il existe d’autres insectes notamment diptériens qui présentent une 
organisation mixte où les séquences répétées coexistent avec les éléments transposables non-
LTR.  
Chez la levure Saccharomyces Cerevisiae, les répétitions télomériques terminales sont 
hétérogènes et respectent le motif 5’-TG2-3(TG)1-6-3’ (plus communément dénommé TG1-3) 
(Walmsley et al., 1983); (Shampay et al., 1984); (Wang and Zakian, 1990). 
La diversité des séquences télomériques chez S.Cerevisae  s’explique par les divers 
positionnements de la matrice RNA de la télomérase au niveau de l’extrémité 3’ télomérique. 
Chez les mammifères, les télomères sont constitués de motifs répétés en tandem TTAGGG dont 
le nombre varie selon les organismes. Ces séquences présentent une taille allant de 5 à 15 kb  
chez l’homme jusqu‘ à 80kb dans certaines souches de souris (Morin, 1989; Moyzis et al., 1988; 
Zijlmans et al., 1997).  
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L’ADN télomérique est généralement  bicaténaire excepté à l’extrémité terminale 3’OH, plus 
longue, et donc sous forme simple brin. La longueur de cette extrémité simple brin varie aussi 
selon les espèces. Chez Tetrahymena thermophila, elle varie de 14 à 21 nucléotides et demeure 
inchangée pour tous les chromosomes. Chez S.Cerevisiae, la taille de l’extension simple brin 
varie de 12 à 15 nucléotides atteignant 30 durant la phase S. Chez l’homme, l’extension simple 
brin présente une taille oscillant entre 150 et 400pb (Makarov et al., 1997); (McElligott and 
Wellinger, 1997); (Wright et al., 1997). Les séquences subtélomériques plus proximales  sont 
constituées de motifs répétés plus variés. A la différence des séquences télomériques, ces 
séquences sont peu conservées durant l’évolution. Ainsi chez S.Cerevisae,  les séquences 
subtélomériques sont composées de répétitions dispersées  appelées X et Y’ qui contiennent des 
séquences consensus ARS (Autonomously Replicating Sequences) constituant des origines de 
réplication pour le télomère (Chan and Tye, 1983; Wright et al., 1992). Chez l’homme, les 
séquences subtélomériques doubles brins sont constituées de 2 parties, distale et proximale par 
rapport aux centromères. Les séquences subtélomériques possèdent la même orientation de 
séquences que celle des télomères. De plus, la conservation des séquences suit un gradient 
décroissant du télomère vers le centromère (Ellis et al., 1989). Adjacents aux télomères se 
trouvent des séquences courtes séquences dégénérées très polymorphes, constituant un lieu 
d’échanges  entre les chromosomes homologues. Plus loin des télomères se trouvent des 
séquences moyennement répétitives, hypervariables, constituant des points chauds de 
recombinaison lors de la méiose (Allshire et al., 1989). Les séquences subtélomériques pourraient 
provenir à l’origine de glissements lors de la réplication et d’échanges intra et 
interchromosomiques inégaux.  
 
2. Réplication des télomères  
 
La réplication des télomères semble différer selon les espèces. Dans les cellules Indian montjuac, 
le temps de réplication est propre à chaque télomère durant la phase S (Zou et al., 2004a). La 
réplication des bras courts  et des bras longs d’un chromosomes seraient coordonnées mais 
asynchrones contrairement à la levure (Zou et al., 2004a). Par contre, l’ADN télomérique est 
répliqué durant la phase S  dans les cellules humaines (Wright et al., 1999), (Hultdin et al., 2001). 
Les régions subtélomériques se répliqueraient plus tardivement  (en fin de phase S) (Ofir et al., 
1999). L’équipe de Karlseder a proposé un modèle selon lequel la réplication se répartissait en 
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deux phases : une première phase (I)  durant la phase S et une autre en G2-M. L’achèvement de 
la réplication se produirait en fin de phase S voire début de phase G2 expliquant la réplication 
tardive des extrémités télomériques (Figure 1B) (Verdun et al., 2005). 
Jusqu'à très recemment, aucune origine de réplication n’avait été encore observée au niveau des 
télomères humains,.Ainsi, les régions subtélomériques  supposaient constituer le point de 
démarrage de la réplication des extrémités chromosomiques. Pourtant de recents travaux ont 
permis d’identifier des complexes protéiques chargés de la reconnaissance des origines de 
réplication (ORC) au niveau des télomères (Deng et al., 2007). Parmi  ces complexes, la proteine 
ORC2 a été décrite commme interagissant avec TRF2 et les séquences télomériques. Il semble 
que ce complexe, probablement recruté par la protéine TRF2, faciliterait la réplication des 
télomères préservant  l’integrité des séquences télomériques (Deng et al., 2007). 
Selon le modèle  de réplication discontinue, la synthèse des extrémités des télomères  est 
asymétrique formant deux structures distinctes. La réplication du brin (CCCTAA) «directeur» 
(riche en C)  est continue, copiant le brin jusqu'à l’extrémité des télomères pour générer des 
extrémités télomériques franches. Par contre, le mode de synthèse discontinue (réplication du 
brin riche en guanine dit  « retardataire ») va produire une extension sortante suite au 
positionnement et à la dégradation de l’amorce d’Okazaki la plus distale (Figure 1A). La taille 
peut varier de quelques paires de bases (pb) (16pb taille de l’amorce) à quelques centaines de pb 
selon le  positionnement de l’amorce.  
La formation des extrémités 3’  nécessiterait le passage de la fourche de réplication au niveau des 
télomères en fin de phase S  pendant la réplication des chromosomes. La taille de ces extensions 
serait  transitoirement  plus grande que durant le reste du cycle chez la levure (Larrivee et al., 
2004; Wellinger et al., 1993). 
Après la réplication, le brin fils du brin « directeur » va être dégradé suivant l’orientation 5’-3’ 
conduisant à la formation de l’extension simple brin en 3’-OH. Bien que le brin « retardataire » 
présente une extrémité 3’OH, les extensions simples brins ne sont achevées qu’après dégradation 
du brin riche en C. La réplication conventionnelle de molécules linéaires issues de la synthèse du 
brin «retardataire» génère  spontanément des extensions simples brins. Les molécules filles issues 
du brin « retardataire » sont aussi resséquées par une nucléase formant une extension simple brin 
plus longue, indispensable à la formation d’une structure tridimensionnelle. Chez l’homme, en 
absence de télomérase, les extensions 3’ des molécules issues du brin « retardataire »  sont plus 
longues que celles issues du brin « directeur » (Chai et al., 2006). La résection des brins selon 
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l’orientation 5’ serait indispensable à la formation de l’extension 3’  télomérique simple brin. 
Alors que chez la levure cette étape serait prise en charge par le complexe MRE11/RAD50/Xrs2 
(Larrivee et al., 2004), la nucléase à l’origine  de la résection des brins 5’ riche en C n’est pas 
connu à ce jour dans les cellules humaines. Toutefois, aux vues de leurs activités d’exonucléases 
le complexe MRE11/RAD50/Nbs1 et la protéine Apollo constituent de sérieux candidats à la 
résection des télomères (Verdun et al., 2005),(Lenain et al., 2006; van Overbeek and de Lange, 
2006). Il a été proposé qu’après la réplication, les télomères soient au préalable reconnus en tant 
que dommages de l’ADN pour recruter la machinerie nécessaire à la formation d’une structure 
fonctionnelle des télomères (Verdun et al., 2005) (Figure 1). 
La présence de structures télomériques secondaires de type G-quadruplexes complique la 
progression de la fourche de réplication. Dans les cellules humaines, ces structures seraient 
éliminées par la protéine WRN, et son absence se traduirait par une perte des télomères issues de 
la synthèse discontinue (Crabbe et al., 2004).  
 
Figure 1: Réplication télomérique   
Modèle élémentaire de la réplication des extrémités chromosomiques: Les extensions simples brins 3’ sont 
générées par une activité nucléolytique; le modéle semi-conseravtif  des télomères génère un télomère « sens » a 
extrémité franche et télomère «non sens » avec une petite queue riche en 3’ G; la digestion nucléolytique va 
permettre de générer des extrémités simple brins assez longues  pour favoriser la formation de la structure des 
télomères fonctionnelles  
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Modèle prédictif de la réplication des télomères : 
Phase I: La réplication progresse jusqu’aux télomères, où elle se retrouve bloquée. La phase I correspond au 
redémarrage de la réplication au niveau des télomères. La fourche de réplication, reconnue comme lésion de l’ADN, 
recrute le reste de la machinerie réplicative afin de former une molécule avec des extrémités télomériques franches et 
l’autre avec une courte extrémité 3’ simple brin. La phase II correspond à la reconnaissance des télomères 
fonctionnels comme cassure afin de recruter la machinerie nécessaire pour former une  boucle T (D’après Verdun 
2005). 
 
3. Perte des télomères : hypothèse réplicative 
 
Compte tenu de leur position distale, les télomères sont exposés  à un  raccourcissement lors de la  
réplication  des chromosomes. James D. Watson décrit ce qu’il appelait  le problème de la 
réplication terminale (the end replication problem). « Pendant la réplication, l’ADN polymérase 
ne réplique pas complètement l’extrémité 5’ terminale des chromosomes, ce qui entraîne la perte 
d’une petite partie du  télomère » (Watson, 1972). Cette prédiction allait susciter un certain 
intérêt qui n’aura été réellement être démontrée que quelques dizaines d’années plus tard. Par la 
suite, Olovnikov formule une théorie présentant le problème de  la réplication selon laquelle la 
perte progressive des télomères constituerait  une horloge biologique qui déterminerait le 
vieillissement cellulaire. Ce modèle assigne aux télomères une fonction vitale expliquant que la 
durée de vie cellulaire est limitée. Le raccourcissement des chromosomes conduirait à 
l’élimination de gènes essentiels, ce qui diminuerait la vitalité des cellules jetant les prémices de 
la théorie du rôle des telomeres dans le vieillissement cellulaire (Olovnikov, 1973).  
Selon ce modèle, la réplication incomplète des extrémités serait à l’origine du raccourcissement 
se produisant après chaque division cellulaire. Cette réplication incomplète s’explique par 
l’incapacité des ADN polymérases à synthétiser l’ADN aux extrémités. En effet, les ADN 
polymérases conventionnelles ne peuvent synthétiser que des extrémités selon la polarité 5’->3’. 
Ainsi l’extrémité 5’ du « brin retardataire » sera plus courte après l’élimination des amorces 
d’Okazaki. Néanmoins, les pertes induites par la réplication incomplète ne permettent pas 
d’expliquer pour autant la totalité des pertes télomériques observées après chaque cycle. Cette 
perte progressive et non compensée des télomères tend à déstabiliser le chromosome, les cellules 
arrêtent la profération cellulaire lorsque les télomères atteignent une taille critique. On parle alors 
de sénescence.  
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4. Configuration des télomères  
a) Structures des télomères in vitro en quadruplex G  
 
La structure des télomères est primordiale pour les interactions télomériques, l’activité 
télomérase et les évènements de recombinaison aux télomères. De par leurs séquences, les 
télomères peuvent adopter plusieurs conformations en fonction de leur taille et de leur 
environnement. L’extension télomérique simple brin en 3’, riche en guanine, forme une structure 
secondaire stabilisée par les interactions entre guanine. Ce simple brin va se replier sur lui-même 
en une structure à quatre brins maintenue par des tétrades coplanaires de guanines (ou "G-
quartet"), d’où son nom de "quadruplexes" de guanines dont l’existence a été démontré in vitro. 
Observés dans les macronoyaux des ciliées, Stylonychia lemnane, les G-quadruplexes sont très 
différents de la structure classique en double hélice (Schaffitzel et al., 2001).  Ces structures sont 
formées par des interactions hydrogènes de type Hogsteen-Green entre quatre guanines et un 
cation (Henderson et al., 1987; Henderson et al., 1990) chélaté (Na+, K+), formés par 
l’association de brins parallèles ou anti-parallèles (Figure 2).  
Chez Oxytricha Nova, la stabilisation de ces structures (par des ions K+) semble ralentir in vitro 
l’élongation  des télomères par la télomérase (Zahler et al., 1991). La structure cristalline d’un G-
quadruplexe a été décrite pour les séquences télomériques humaines (Parkinson et al., 2002). La 
mise en évidence de ligands radiomarqués stabilisant les G-quadruplexes  aux extrémités des 
chromosomes humains  a permis d’envisager l’existence in vivo de ces structures au sein des 
télomères(Granotier et al., 2005).  Selon les modèles établis, cette configuration joue plusieurs 
rôles dans l’homéostasie des télomères. Les structures dites intramoléculaires  assureraient  la 
protection et la régulation de la taille des télomères, en séquestrant l’extension télomérique 
simple brin et limitent l’accès de la télomérase. De plus, il a été proposé que ces structures 
intramoléculaires (anti-parallèle /parallèle) facilitent la compaction des télomères et plus 
particulièrement celle de l’extension télomérique simple brin (Ambrus et al., 2006), (Parkinson et 
al., 2002).  
Face à ces structures secondaires, la télomérase ne peut allonger efficacement les télomères (Sun 
et al., 1997). Compte tenu de ces propriétés, des stratégies anti-tumorales basées sur 
l’exploitation de ces ligands stabilisant les G-quadruplexes, ont été développées  Ainsi, des 
ligands stabilisant ces structures vont empêcher l’extension des télomères perturbant la protection 
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des télomères aussi bien dans les cellules exprimant la  télomérase que dans celles maintenant 
leurs télomères par la voie ALT (Pennarun et al., 2005). 
 
Figure 2 : Représentation schématique des quadruplexes de Guanines :  
A gauche, représentation d’une structure coplanaire de 4 guanines appariées par des liaisons de type Hogsteen-
Green. A droite, une représentation tridimensionnelle d’un quadruplexe de Guanines formé au sein d’une même 
molécule : complexe G-quadruplexes unimoléculaire. 
b) Structures des télomères in vitro en boucle T 
 
Il a été mis en évidence une structure sous forme de boucle à l’extrémité des télomères (Griffith 
et al., 1999). Ces boucles T, observées chez la souris, homme ou protozoaire semblent être une 
structure très conservée  durant l’évolution (Griffith et al., 1999) (Munoz-Jordan et al., 2001). 
Chez l’homme et la souris, la taille de cette boucle varie selon la taille des télomères allant de 3kb 
(pour des télomères de 8kb)  dans les cellules lymphocytaires humaines à environ 18kb dans des 
cellules murines (pour des télomères de 40kb). Cette boucle T provient de la séquestration de 
l’extension riche en G prévenant une éventuelle signalisation des télomères comme cassures 
(Figure 3).   
De telles structures ont été mises en évidence en microscopie électronique en présence d’ADN 
télomérique nu ou associé à des protéines télomériques (Griffith et al., 1999). La boucle T se 
formerait à la suite de l’invasion spécifique de l’extrémité 3’ simple brin des télomères dans la 
partie double brin. Une telle structure serait favorisée par des protéines spécifiques des télomères 
tels que TRF1 et TRF2 qui se fixent directement sur l’ADN télomérique (Bianchi et al., 1997; 
van Steensel et al., 1998). La protéine TRF2 favoriserait l’invasion de l’extrémité simple brin 
dans une région double brin plus en amont donnant lieu à une structure sous forme de boucle T  
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(Amiard et al., 2007). Ainsi, l’extrémité 3’ ne serait pas reconnue par les mécanismes de 
surveillance des dommages de l’ADN et de la machinerie de recombinaison. 
 
L’accès de l’extrémité télomérique 3’ à l’ARN matrice de la télomérase est restreint par cette 
configuration des télomères. Selon le cycle cellulaire, les boucles T réguleraient l’activité de la 
télomérase aux télomères. 
Ces séquences sont associées à des protéines spécifiques regroupées sous le nom générique de  
« Shelterin » (de Lange, 2005). 
 
 
Figure 3 : Représentation schématique de la structure télomérique en boucle T 
Les télomères sont dessinés sous leurs conformations protectrices en présence des différents partenaires télomériques 
participant à leurs maintiens.  
 
III. Facteur protéique des télomères 
 
Les télomères sont organisés sous forme de complexe nucléoprotéique formé de 6 protéines 
associées plus ou directement à l’ADN télomérique. Par analogie avec d’autres complexes 
impliqués dans la maintenance des chromosomes comme cohésine ou condensine, on parle dans 
ce cas de « Shelterin » pour qualifier l’ensemble du complexe télomérique comprenant : trois 
éléments (TRF1, TRF2, POT1) interagissant directement avec les séquences télomériques et trois 
autres (RAP1, TIN2, TPP1) formant un complexe permettant de distinguer les télomères de 
l’ADN endommagé. Ce complexe protéique est impliqué dans la formation de la boucle T qui 
régule l’accès de la télomérase aux télomères. Il est exprimé de manière ubiquitaire et abondante 
aux télomères, certaines estimations déterminent sa présence à une centaine de copies tout le long 
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du télomère. En absence de cette protection, les télomères sont reconnus comme des cassures et 
sont réparés de manière inappropriée. Ce complexe agirait de concert avec les différentes 
protéines de la réparation de l’ADN pour ainsi remodeler la structure de l’ADN télomérique et 
protéger les extrémités des chromosomes. Le Shelterin façonne la structure tridimensionnelle des 
extrémités des chromosomes. Chacune de ces composantes remplit des rôles bien distincts : 
- Les protéines TRF1 et TRF2 se lient à l’ADN télomérique double brin et régulent la taille 
ainsi que la stabilité des télomères.  
- TIN2 partenaire de TRF1 et TRF2 régule l’accès de la télomérase et par conséquent la 
taille des télomères. 
- RAP1 partenaire de TRF2 régule la taille des télomères ainsi que la stabilité des télomères 
- POT1 protége l’extension simple brin compte tenu de son affinité pour le simple brin  
- TPP1 partenaire de TRF2/POT1/TIN2 module la présence de POT1 aux télomères 
 
1. TRF1  
TRF1 (Telomere Repeat binding Factor 1)  a été identifié par 2 approches indépendantes, l’une 
basée sur la recherche de facteurs capables de se fixer sur l’ADN télomérique par analogie avec 
la protéine Rap1p chez S.Cerevisae (Zhong et al., 1992) et l’autre basée sur la recherche de 
protéines présentant des domaines susceptibles de reconnaître des séquences télomériques. Cette 
protéine de 439 aa possède 3 domaines un domaine riche en acides aminés acides, un domaine de 
dimerisation TRFH propre à la famille des TRF (Telomere Repeat binding Factor) (ex : TRF2), et 
un domaine Myb responsable de son affinité avec l’ADN (Figure 4).  
Chez l’homme, deux formes distinctes de 20 aa sont formées suite à un épissage alternatif (Shen 
et al., 1997; van Steensel and de Lange, 1997). Ces 2 formes ont des fonctions identiques. Chez 
la souris, une seule forme est exprimée (Broccoli et al., 1997). Sous forme d’homodimère, TRF1 
se lie spécifiquement aux séquences de motifs TTAGGGTTA double brin linéaire ou circulaire 
par le biais de son domaine Myb (Bianchi et al., 1997; Chong et al., 1995).  En effet, sa 
dimérisation décuple son affinité pour l’ADN télomérique. In vivo, TRF1 se lie à des motifs 
TTAGGG quelque soit leur localisation sur le chromosome (séquences télomériques 
interstitielles ou terminales) (Krutilina et al., 2001; Smogorzewska et al., 2000). Par ailleurs, des 
expériences d’immunoprécipitation de chromatine ont montré que la quantité de protéine TRF1 
associée à l’ADN télomérique était proportionnelle à la taille des télomères (Loayza and De 
Lange, 2003). Par ces différents aspects, TRF1 présente plusieurs similitudes avec Rap1p. TRF1 
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est associé spécifiquement aux télomères humains et murins dans les cellules mitotiques et 
méiotiques  quelque soit la phase du cycle (Broccoli et al., 1997; Chong et al., 1995; van Steensel 
and de Lange, 1997). L’analyse double hybride a permis d’isoler les partenaires directes de 
TRF1: TIN2 et la Tankyrase. Parmi les autres partenaires, nous retrouvons l’hétérodimère 
Ku70/80 et BLM (Hsu et al., 2000; Opresko et al., 2002).  A cela s’ajoute ATM, capable de 
phosphoryler TRF1 et de modifier son affinité avec l’ADN télomérique (Kishi et al., 2001).  
TRF1 joue un rôle majeur dans le contrôle de la taille des télomères en  régulant négativement 
leur longueur.  
 
2. Protéines interagissant avec TRF1  
Pour réguler l’accès aux télomères et contrôler la taille des télomères, TRF1 interagit avec des 
protéines télomériques formant un complexe efficace contre une élongation effectuée par la 
télomérase. Parmi ces éléments, nous  retrouvons tout d’abord TIN2. 
a) TIN2 
Identifié par double hybride avec TRF1, TIN2 (TRF1-Interacting Nuclear protein 2) est une 
petite protéine possédant un domaine d’interaction avec TRF1 en C-terminal  (Kim et al., 1999). 
TIN2 est constitué d’un domaine N-terminal basique, un domaine central acide et un domaine de 
liaison à TRF1. Avec son domaine N-terminal, TIN2 interagit avec TPP1 et TRF2. In vivo, TIN2 
colocalise avec TRF1, TRF2 et TPP1 aux niveau des télomères  (Kim et al., 1999; Loayza and De 
Lange, 2003). Son association avec les 3 partenaires capables de se lier aux séquences 
télomériques (TRF1, TRF2 et POT1 par le bais de TPP1), font de TIN2 un membre très influent 
du Shelterin. TIN2 peut se lier simultanément à TRF1 et TRF2 permettant d’augmenter leurs 
affinités pour l’ADN télomérique (Kim et al., 2004),(Ye et al., 2004a).  L’invalidation de TIN2 
conduit à une létalité précoce chez la souris confirmant que son  rôle stabilisateur au sein du 
complexe télomérique est indispensable à la survie cellulaire (Karlseder et al., 2003); (Chiang et 
al., 2004); (Iwano et al., 2004). 
Avec la Tankyrase et TRF1, TIN2 forme un complexe ternaire dans lequel il stabilise  
l’interaction TRF1-Tankyrase (Ye et al., 2004a). 
b) Tankyrase 1 et 2 
Cloné par double hybride avec TRF1 la tankyrase1 et 2 (TRF1-interacting ankyrin-related (ADP-
ribose) polymerase) codent pour des protéines ubiquitaires qui colocalisent avec TRF1 au niveau 
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des télomères (Smith et al., 1998a); (Kaminker et al., 2001) ; (Sbodio et al., 2002). Tankyrase 1 et 
2 sont décrites au départ comme des protéines synthétisant des résidus poly(ADP) sur la protéine 
TRF1 (Cook et al., 2002; Smith et al., 1998b). La régulation de TRF1 est orchestrée par les 
Tankyrase 1 et 2. La fonction de la Tankyrase ne se résume pas seulement à ses interactions 
télomériques (Sbodio et al., 2002; Smith and de Lange, 2000) (Chi and Lodish, 2000). Elle est 
aussi présente au niveau de l’appareil de Golgi et des pores nucléaires ou des centrosomes. Il a 
été montré in vitro que la Tankyrase catalyse la poly(ADP)ribosylation de TRF1, modifiant son 
affinité pour l’ADN télomérique (Smith et al., 1998b). 
c) PINX1 
Par une approche double hybride, PINX1 a été isolé comme interagissant avec TRF1 (Zhou and 
Lu, 2001). PINX1 est exprimé de manière ubiquitaire et colocalise avec TRF1 au niveau du 
nucléole. Dans sa partie C-terminal, PINX dispose d’un domaine d’interaction avec la télomérase 
appelé TID (Telomerase Inhibitory Domain). Son action régule l’activité de la télomérase par 
l’intermédiaire de TRF1. 
 
3. TRF2 
TRF2 (Telomere Repeat binding Factor 2)  a été identifié sur la base de recherches d’homologie 
de séquences avec le domaine Myb de TRF1 ainsi que de l’identification des facteurs capables de 
se fixer sur de l’ADN télomérique (Bilaud et al., 1997; Broccoli et al., 1997). Le clonage du 
cDNA révèle une protéine de 500 acides aminés avec un domaine de dimérisation TRFH, un 
domaine de liaison à l’ADN Myb ainsi qu’une séquence NLS (Nuclear Localisation Sequence) en 
position N-terminal riche en d’acides aminés basiques riche en arginine (Figure 4). TRF1 et 
TRF2 diffèrent par leur domaine N-terminal qui est riche en acides aminés acides pour TRF1 et 
basiques pour TRF2. In vitro,  TRF2 est capable de se lier aux séquences TTAGGG. 
Les structures TRFH  des protéines TRF1 et TRF2 sont très proches, mais un encombrement 
stérique empêche l’hétérodimerisation TRF1 et TRF2  garantissant des interactions distinctes 
avec d’éventuels  partenaires. TRF1 et TRF2  partagent la même configuration spatiale  mais 
TRF2 forme plus facilement des oligomères ordonnées (Stansel et al., 2001).  
TRF1 interagit avec 2 autres éléments du Shelterin TIN2 et RAP1 (Li et al., 2000); (Houghtaling 
et al., 2004),(Ye et al., 2004a).  Par ailleurs, des interactions avec les protéines POT1 (Yang et 
al., 2005), ATM, hélicases RecQ (BLM, WRN) (Opresko et al., 2002), et Ku70/80 (Song et al., 
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2000) ont été décrites. A l’image de TRF1, TRF2 est un gène essentiel. Son abolition, chez la 
souris TRF2-/-, conduit à une létalité embryonnaire précoce(Celli and de Lange, 2005). L’étude 
de ses fonctions n’est rendue possible que par l’utilisation d’un dominant négatif TRF2∆B∆M ou 
d’un allèle codant pour une délétion  conditionnelle.  
 
4. Rap1 
Identifié d’abord chez la levure, RAP1 (Repressor Activator Protein1) est essentiel à la viabilité 
cellulaire. Chez la levure, il est impliqué dans la régulation de la taille des télomères. Cette 
protéine se fixe aux télomères à l’aide de 2 domaines Myb. Chez l’homme, hRap1 a été identifié 
comme partenaire de TRF2 par un crible double hybride (Li et al., 2000); (Zhou and Lu, 2001). 
Cette protéine de 399 aa dispose de 3 domaines : un domaine N-terminal BRCT (motif 
d’interaction protéine-protéine), un domaine central MYB (hélice-tour-hélice), un domaine RCT 
(homologie à RAP1p C terminus), un domaine COIL, et en position C-terminal un domaine NLS 
(Nuclear Localisation Signal) (Figure 4). Le domaine RCT régule aussi bien les interactions 
homotypiques que celle avec TRF2. 
hRAP1 a été localisé au niveau des télomères par  immunofluorescence mais contrairement à son 
orthologue chez la levure Rap1p, il n’interagit pas directement avec les séquences télomériques 
humaines ainsi que l’attestent les expériences de retard sur gel (Li et al., 2000). Contrairement 
aux deux autres facteurs télomériques TRF1 et TRF2, hRAP1 n’agit pas sous forme 
d’homodimère. La charge globale d’un seul domaine Myb ne lui suffit pas à interagir directement 
avec l’ADN télomérique (Hanaoka et al., 2001). Il serait recruté aux télomères par l’intermédiaire 
de TRF2. A cet égard, hRAP1 apparaît plus proche de son orthologue chez S. Pombe qui est lui 
aussi recruté aux télomères par  l’intermédiaire de Taz1 (homologue de TRF2) (Chikashige and 
Hiraoka, 2001), (Kanoh and Ishikawa, 2001). Des études de spectrométrie de masse indiquent 
que RAP1 interagit avec des éléments de la réparation tels que le complexe 
MRE11/RAD50/NBS1 et PARP (O'Connor et al., 2004). RAP1 a pour fonction de réguler la 
taille et l’hétérogénéité de télomères. Toutefois, la létalité des souris KO RAP1-/- suggère que 
cette protéine peut être cruciale pour la protection des télomères de mammifères. 
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Figure 4 : Représentation schématique de la structure de TRF1, TRF2 et Rap1 chez la levure S.Cerevisae (ScRap1) 
et chez l’homme (hRap1) 
Les domaines N-terminal des protéines TRF1 et TRF2 se distinguent par leur composition en acides aminés 
(respectivement riches en acides aminés dits acides (Ac) et basiques (Bs). Durant l’évolution, un domaine Myb a été 




Le gène POT1 (Protection of telomeres 1) a été identifié  sur la base de recherches d’homologies 
de séquences avec le domaine de fixation à l’ADN de TEBPα, protéine télomérique chez le cilié 
ainsi que son homologue chez S.Pombe (Baumann and Cech, 2001). Le gène hPOT1 comporte 22 
exons codant pour cinq protéines hPOT1 distinctes, produits d’un épissage alternatif, chacune 
pouvant ainsi avoir un rôle différent dans la régulation des télomères (Baumann et al., 2002).  
POT1 possède un domaine N-terminal  capable uniquement de fixer l’ADN télomérique simple 
brin (riche en G) à l’aide de 2 domaines oligonucléotide /oligo-saccharides binding (OB) (Lei et 
al., 2004). L’analyse cristallographique  de POT1 révèle une association préférentielle pour les 
séquences TAG de l’extrémité 3’libre (Lei et al., 2004; Liu et al., 2004). In vivo, la présence de 
POT1 aux télomères est conditionnée par domaines OB et de son interaction avec la protéine 
TPP1 (Liu et al., 2004);  (Ye et al., 2004b). 
Les cellules humaines expriment 2 formes de POT1 provenant de transcrits alternatifs : l’une 
code une protéine complète , l’autre code une forme tronquée POT1-55 (perte d’un domaine 
OB)(Loayza et al., 2004), (Hockemeyer et al., 2005). Cette forme, moins abondante, conserve 
son interaction avec TPP1 mais se révèle incapable de fixer l’ADN télomérique simple brin. La 
fonction de cette forme tronquée demeure inconnue dans les cellules humaines.  
 Le génome de la souris code deux protéines distinctes de POT1 référencée sous le nom POT1a  
et POT1b capables tout deux de se lier à l’ADN télomérique (Hockemeyer et al., 2006); (Wu et 
al., 2006).  Malgré une forte similitude, leurs fonctions ne semblent pas redondantes. Il apparaît 
surprenant que le gène POT1 se duplique chez la souris et diverge aussi rapidement dans 
Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
  
- 28 / 215- 
l’évolution produisant deux protéines distinctes avec des fonctions différentes en dépit de la 
faible plasticité  du génome de mammifères. 
POT1 joue un rôle crucial dans la régulation de la taille des télomère et  constitue le dernier 
maillon de la cascade de régulation de la longueur dépendante du Shelterin en facilitant ou non 
l’accès à la télomérase (Liu et al., 2004; Loayza et al., 2004; Ye et al., 2004b). Toutefois, il 
intervient dans d’autres étapes essentielles à la fonction  télomérique (fera l’objet d’un 




Mis en évidence par spectrométrie de masse et par des  approches doubles hybrides, comme 
partenaire de TRF1 et TIN2, TPP1 interagit à la fois avec TIN2 et POT1 (Houghtaling et al., 
2004)  (Liu et al., 2004; Loayza et al., 2004; Ye et al., 2004b). Le domaine C-terminal interagit 
avec le domaine N-terminal  de TIN2 et son domaine central interagit avec le domaine C-terminal 
de POT1. TPP1 ou PTOP joue un rôle important dans le recrutement de POT1 aux télomères. 
L’inhibition de la fonction TPP1  conduit à une élongation inappropriée compromettant 
l’association de POT1 aux télomères (Liu et al., 2004; Ye et al., 2004b). Un défaut d’épissage de 
TPP1 a été identifiée chez des patients atteints de dysplasie adrenocortical  (ACD) défaut de 
l’appareil urogénital confirmant l’importance des protéines du Shelterin dans le développement 
embryonnaire (Keegan et al., 2005). 
 
7. Apollo 
Apollo a été identifié sur  la base de cribles doubles hybrides réalisés avec le domaine N-terminal  
TRF2 (Lenain et al., 2006) et d’études  de spectrométrie de masse en tant que partenaire de 
hRAP1 (van Overbeek and de Lange, 2006). Cette protéine, originellement appelée hSNM1B, 
puis Apollo en référence à sa forte homologie avec Artémis, fait partie des 3 gènes chez le 
mammifère codant pour les protéines de la famille des metallo-β-lactamases à domaines B-CASP 
(Callebaut et al., 2002). Ainsi, SNM1A et B ont d’abord été mis en évidence pour leur 
participation dans la réparation des pontages inter brins (Richie et al., 2002) alors que SNM1C 
(Artémis) intervient dans la recombinaison V(D)J ainsi que la réparation des cassures doubles 
brins. Le domaine C-terminal d’Apollo interagit avec le domaine TRFH de TRF2  (Freibaum and 
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Counter, 2006), (Lenain et al., 2006). Par contre, l’interaction Rap1-Apollo  n’est pas directe et 
semble être dépendante de TRF2 (van Overbeek and de Lange, 2006). Ainsi Rap1-Apollo-TRF2 
formerait  un complexe ternaire présent aux télomères. Bien que Apollo soit peu abondant,  il 
semble qu’il soit présent aux télomères par le bais de son interaction avec TRF2. Cette protéine 
est dotée d’une activité exonucléase 5’->3’ (Lenain et al., 2006) qui pourrait être impliquée dans 
la protection des télomères. 
 
Figure 5 : Représentation linéaire du complexe Shelterin sous une  forme linéaire 
Elle résume les différentes interactions ente les partenaires protéiques. TIN2 interagit avec TRF1, TRF2, mais aussi 
avec TPP1. TPP1 assure quant à elle la connexion entre la protéine POT1 et le reste du complexe. Rap1interagit 
uniquement avec TRF2. 
  
IV. Fonction des télomères 
 
1. Protection du génome  
Essentiels pour l’intégrité des chromosomes, les télomères assurent des fonctions multiples. De 
par leur localisation à l’extrémité des chromosomes, ils empêchent la perte de matériel génétique. 
Ils protègent ainsi les chromosomes contre l’action  d’exonucléases ou de ligases. N’étant pas 
reconnus comme des cassures de l’ADN par les systèmes de réparation ou de recombinaison, ils 
empêchent les fusions et les recombinaisons illégitimes entre chromosomes avec perte de 
matériel  évitant la formation de chromosomes dicentriques ou circulaires. En effet, les extrémités 
des chromosomes endommagés sont instables et ont tendance à fusionner avec d’autres 
chromosomes. La formation de ponts anaphasiques peut entraver le bon déroulement de la mitose 
menant à un blocage de la division cellulaire.  
Lors de l’anaphase, la migration des chromosomes vers les pôles  provoque la cassure des ponts 
anaphasiques induisant des cassures chromosomiques responsable de l’arrêt du cycle cellulaire 
(Sandell and Zakian, 1993). Ces extrémités chromosomiques endommagées demeurent instables 
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jusqu'à ce qu’elle acquiert de nouveaux télomères après avoir capturé des séquences sur un autre 
chromosome par un échange non réciproque, ou fusionné avec sa chromatide sœur démarrant à 
nouveau un cycle BFB (Bridge/Fusions/Breakage). 
Par conséquent, les télomères permettent aux cellules de conserver leurs chromosomes intacts. 
Leurs structures permettent à la cellule de distinguer un chromosome intact d’une lésion 
chromosomique. 
 
2. Effet de position des télomères dans la transcription  
Chez S.Cerevisae, les marqueurs insérés à proximité des télomères sont fréquemment réprimés 
mais répliqués en phase S. Ce phénomène est référencé « TPE » ou Telomere Position Effect. Cet 
état « silencieux » des télomères est un processus dynamique qui répond à divers stimuli  tels que 
les lésions de l’ADN ou le raccourcissement des télomères. Lors du raccourcissement des 
télomères, les répresseurs seraient libérés dans le noyau modifiant l’expression des gènes sur des 
sites non télomériques (Dubrana et al., 2001). En 1992, Wright propose que les changements 
progressifs observés dans les cellules présénescentes s’expliqueraient par une réorganisation de la 
chromatine télomérique, à l’origine de la répression de certains gènes en position subtélomérique 
(ie télomère court, gène réprimé). (Wright and Shay, 1992). Pourtant, le TPE est encore peu 
décrit chez l’homme. Certaines études montrent toutefois que certains gènes sont faiblement 
réprimés aux abords des télomères (Kilburn et al., 2001). Par la suite, Baur et ses collègues ont 
mis en évidence une répression transcriptionnelle à proximité des télomères humains (Baur et al., 
2001). En plaçant le gène rapporteur de luciférase à proximité des séquences interstitielles ou 
télomériques, ils démontraient qu’en position télomérique l’expression du gène  est fortement 
réduite. Dans le même temps, la surexpression de la télomérase (élongation des télomères) 
réprime l’expression du gène de la luciférase indiquant un lien entre la taille des télomères et le 
TPE, bien que ce lien soit inverse de celui proposé par Wright et Shay. A l’opposé,  la 
surexpression de TRF1, induisant un raccourcissement des télomères, lève la répression 
confirmant le lien entre le raccourcissement des télomères et les changements d’expression 
génique  (Koering et al., 2002).  Pourtant, des travaux réalisés au sein du laboratoire montrent 
que l’expression d’un marqueur intégré en position télomérique n’est pas influencée par la 
longueur des télomères  réfutant le lien entre le TPE et la taille des télomères (Sprung et al., 
1996). Par ailleurs, il a été suggéré que le remodelage de la chromatine et notamment 
l’hypoacétylation des histones des séquences télomériques  pouvait moduler la TPE. En effet, 
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l’inhibition de la desacétylation par la TSA (Trichostatine A) augmente l’expression aux abords 
des  séquences télomériques. (Baur et al., 2001; Koering et al., 2002). Un lien entre la taille des 
télomères et le statut épigénétique des télomères  a été proposé. Ainsi, le raccourcissement des 
télomères remodèlerait la chromatine télomérique et subtélomérique. En résumé, le 
raccourcissement induit une hyperacétylation des histones qui lève la répression de certains gènes 
à proximité des télomères pouvant expliquer les variations d’expression lors de la sénescence 
(Benetti et al., 2007a; Blasco, 2007; Gonzalo and Blasco, 2005; Gonzalo et al., 2005). Nous 
pouvons alors nous interroger sur l’influence du TPE  sur le vieillissement.  
Ainsi, il a été montré chez la souris qu’un trangène B-globin /LacZ est réprimé progressivement  
avec l’âge (Robertson et al., 1996) laissant entendre que le raccourcissement des télomères était 
responsable  de cette modification d’expression. 
3. Rôle des télomères comme horloge biologique 
Le raccourcissement progressif des séquences télomériques, observé in vitro au cours des 
divisons mitotiques ou in vivo en fonction de l’âge, constituerait une horloge biologique 
(Olovnikov, 1973), (Allsopp et al., 1992; Hande et al., 1999; Harley et al., 1990; Hastie et al., 
1990; Vaziri et al., 1994). La taille des télomères permet d’établir l’historique réplicative de la 
cellule en déterminant le nombre de divisions cellulaires déjà réalisées et de prédire le nombre de 
divisions qui restent à effectuer. Ce décompte à chaque division cellulaire, constitue alors une 
horloge mitotique.  
Le nombre de divisions réalisées par une cellule humaine serait corrélée à la longueur des 
télomères (Bodnar et al., 1998b). L’érosion télomérique, jugée responsable de la diminution des 
capacités prolifératives, a été mise en évidence dans les cellules présentant une activité mitotique 
mais pas dans les cellules post mitotiques (Allsopp et al., 1992; Hande et al., 1999; Harley et al., 
1990; Hastie et al., 1990; Lansdorp, 1995; Vaziri et al., 1994). Ainsi, la sénescence réplicative 
fait référence à un nombre cumulé de divisions cellulaires et non à un temps préalablement 
défini. 
V. Sénescence et immortalisation cellulaire 
1. Sénescence  
La réplication d’un chromosome s’accompagne d’un raccourcissement progressif des répétitions 
télomériques en l’absence de mécanisme spécifique de compensation. Le raccourcissement des 
télomères au-dessous d’une taille critique dans les cellules humaines primaires cultivées in vitro  
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conduit à la sénescence. Cette notion de taille critique est en effet discutée dans la littérature. Des 
travaux réalisés au sein du laboratoire montrent que la taille moyenne des télomères responsable 
de l’entrée en crise est différente d’une lignée à l’autre. Il n’est pas exclu qu’un faible nombre de 
télomères,ayant atteint une taille critique (10% de télomères courts selon Shay), (Zou et al., 
2004b) soit suffisant pour induire l’entrée en crise (Ducray et al., 1999). La sénescence a été mise 
en évidence dans des fibroblastes humains en culture qui, après un nombre limité de divisions 
cellulaires, arrêtaient de proliférer (Hayflick, 1965). On parle de sénescence cellulaire. La 
sénescence se distingue de la quiescence par son aspect irréversible. En effet, la sénescence 
constituerait un arrêt définitif de la croissance cellulaire après que les cellules aient réalisé un 
nombre précis de divisons cellulaires. Delà est née la notion de limite d’Hayflick. Elle caractérise 
le nombre moyen de division au delà duquel les cellules ne peuvent plus se diviser et entrent dans 
un état  dit de sénescence réplicative. La limite d’Hayflick varie selon deux paramètres : la taille 
initiale et le taux de raccourcissement des télomères déterminé mathématiquement par la théorie 
d’Olovnikov (Figure 6). Toutefois, dans certaines conditions, une reprise de la prolifération 
cellulaire est possible. En effet, l’inhibition d’ ATM, CHK1 ou CHK2 autorise une reprise de la 
prolifération cellulaire des cellules sénescentes (d'Adda di Fagagna et al., 2004).  
Bien que métaboliquement actives, les cellules sénescentes se distinguent par leur incapacité à 
répliquer l’ADN. La transition qui s’effectue lors de ce processus s’apparente à la différenciation 
cellulaire puisqu’elle est irréversible et qu’elle s’accompagne de changements morphologiques et 
d’expression génique (Dimri et al., 1995). La sénescence est généralement accompagnée d’un 
élargissement et d’un aplatissement des cellules avec un cytoplasme plus grand et plus granulaire. 
Parmi ces changements d’expression génique, certains contribuent à l’émergence de la 
sénescence alors que d’autres en sont la conséquence. Le premier groupe correspond aux gènes 
codant pour des facteurs déclenchent la sénescence tels que p21WAF1 et p16INK4a (Alcorta et 
al., 1996; Noda et al., 1994) ou des inhibiteurs de la prolifération cellulaire. Le second groupe fait 
référence aux gènes du métabolisme dont l’expression est modifiée suite à l’activation de la 
sénescence. Nous retrouvons le gène codant pour la SA-β-galactosidase (SA pour senescence-
associated), biomarqueur de la sénescence (Dimri et al., 1995). 
Le signal d’entrée en sénescence serait émis une fois la taille critique des télomères atteinte. 
Seuls quelques télomères courts suffisent à déclencher cette entrée (Hemann et al., 2001). Par 
exemple chez la levure, la perte d’un seul télomère suffit à déclencher un signal antiprolifératif 
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(Sandell and Zakian, 1993). La perte d’un télomère  pourrait être à l’origine d’une instabilité 
chromosomique au moment de l’anaphase, provoquant l’activation des mécanismes de veille de 
l’ADN (principalement P53) qui constituerait le signal de sénescence. Ainsi, la seule perte d’un 
télomère pourrait suffire à déclencher l’arrêt du cycle cellulaire alors que la majorité des 
séquences télomériques demeurent intactes. 
  
2. Immortalisation cellulaire  
L’immortalisation est un événement rare qui résulte de la perte du programme de sénescence, 
suivie de l’activation des mécanismes de maintien des télomères. Les cellules nécessitent 
l’inactivation conjuguée de P53 et PRB ainsi que l’activation des mécanismes d’élongation des 
télomères. La première étape permet aux cellules de ‘affranchir de la sénescence, pour ensuite 
activer les oncogènes. 
Cette barrière proliférative M1 (Mortality Stage 1) peut être levée en inactivant les protéines 
responsables du cycle cellulaire (Shay et al., 1991). Ainsi, l’inactivation de p53 et pRb permet 
aux cellules d’échapper à la sénescence et de continuer de se diviser. Cette voie de 
contournement de la sénescence aboutit à l’acquisition d’un nouveau potentiel de divisions 
cellulaires avec une perte supplémentaire des télomères. Les divisions forcées de ces cellules 
provoque la diminution de la taille de leurs télomères ce qui accroît l’instabilité génétique 
(Counter et al., 1992; Ducray et al., 1999). 
Toutefois, la prolifération de ces cellules est limitée par une deuxième barrière proliférative, la 
crise ou une catastrophe génétique, caractérisée par une forte instabilité chromosomique et une 
mort cellulaire massive. De nouvelles anomalies génétiques sont à l’origine d’un phénomène très 
rare d’adaptation et de transformation cellulaire. Cette période débute dés la sénescence se 
poursuivant pendant plusieurs divisions cellulaires, jusqu’à la restauration de la fonction 
télomérique. La stabilisation, voire l’allongement de la longueur des télomères est requis pour le 
processus de cancérogenèse après la crise. Lorsque le gène codant pour hTERT (sous-unité 
catalytique de la télomérase) est introduit dans des cellules primaires en culture, l’activité 
télomérase est reconstituée, la longueur des télomères est maintenue et les cellules échappent au 
contrôle normal de la sénescence: ces cellules deviennent immortelles (Bodnar et al., 1998a).  
Certaines cellules, ayant surmonté la crise, peuvent maintenir la taille des télomères 
indépendamment de la télomérase. Les télomères les plus courts peuvent être allongés par des 
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mécanismes d’élongation comparable à ceux de la recombinaison homologue on parle alors de 
mécanisme alternative de maintien  des télomères (ALT). 
 
Figure 6 : Hypothèse télomérique: 
La taille des télomères raccourcit progressivement après chaque division cellulaire conduisant à terme à un arrêt de 
croissance dépendant de p53 et Rb. L’inactivation de p53 et Rb permet la poursuite des divisions cellulaires pour 
entraîner à terme un raccourcissement important des télomères. L’érosion des télomères a lieu jusqu’à ce que ceux ci 
soient incapables de protéger leurs extrémités conduisant à la crise, à des remaniements chromosomiques voire à la 
mort cellulaire. De rares clones émergent de la population en crise. Ces clones maintiennent leurs télomères par 2 
mécanismes disincts : l’activation de la télomérase ou l’activation du mécanisme ALT (inspiré de Steward 2003). 
Modèle moléculaire définissant des barrières de sénescence pour des cellules épithéliales. Ce modèle postule 
l’existence de 2 barrières de prolifération. L’une non télomérique dépendante de P16/Rb on parle de Stasis. Cette 
barrière peut être franchie suite à l’inactivation de la voie PRB/P16. La deuxième barrière est dépendante de la taille 
des télomères. Selon le statut de p53, on parle d’Agonescence ou de Crise. D’après (Garbe et al., 2007). 
 
 
Le modèle décrivant la vie réplicative des cellules épithéliales diffère en plusieurs points de celui 
présenté ci-dessus (Figure 6). Ce modèle postule deux barrières prolifératives. L’une dépendante 
des conditions environnantes (stress) l’autre prenant compte de l’érosion des télomères. La 
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première est nommée « Stasis » (Drayton and Peters, 2002), (auparavant « selection » (Hammond 
et al., 1984). A ce stade, ces cellules sont bloquées en phase G1 et sont caractérisées par un 
caryotype normal, certains marqueurs métaboliques ou morphologiques (SA galactosidase, 
vacuole) commun aux cellules sénescentes (Hammond et al., 1984; Romanov et al., 2001; 
Stampfer, 1982; Stampfer et al., 2003). Dans certaines conditions de stress, une population 
cellulaire émerge et prolifère (Hammond et al., 1984; Holst et al., 2003). Ces cellules accumulent 
de multiples altérations (mutation de PRB ou P16, méthylation du promoteur de P16 et 
surexpression de la cycline CDK4) (Brenner et al., 1998; Romanov et al., 2001) leur permettant 
de s’affranchir du blocage pour proliférer jusqu'à atteindre la seconde barrière proliférative : 
« l’Agonescence » (Romanov et al., 2001). Cet état se caractérise par un arrêt à chaque phase du 
cycle. Ces cellules possèdent des télomères extrêmement courts entraînant une forte instabilité 
chromosomique. Contrairement à la crise, où une forte mortalité cellulaire est observée, ces 
cellules agonescentes sont viables. Cette distinction ne s’arrête pas là puisque la protéine P53 est 
fonctionnelle dans les cellules agonescentes alors qu’elle est inactivée dans les cellules en crise 
(Garbe et al., 2007). Il apparaissait nécessaire de poursuivre l’identification des barrières 
prolifératives propres aux différents types cellulaires afin de mieux appréhender les mécanismes 
de la cancérogenèse chez l’homme. Toutefois ces barrières sont souvent déterminées in vitro, en 
particulier pour les cellules épithéliales et reflèteraient plutôt des conditions de cultures peu ou 
mal adaptées. 
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Chapitre II. Maintien des télomères par la télomérase, la 
recombinaison et le Shelterin 
 
I. La télomérase : le maintien des télomères et ses autres fonctions  
 
1. Structure  
La télomérase est une enzyme très conservée qui fut décrite la première fois chez le cilié 
T.Tetrahyema en 1985. Cette enzyme est constituée d’un complexe ribonucléoprotéique avec une 
composante ARN (hTR) et une composante catalytique (hTERT) (Figure 7). 
 
Figure 7 : Représentation de l’holoenzyme  de la télomérase  composée de la dyskerine, la sous unité 
catalytique hTERT et de la protéine 
A-EsT1A associée à la matrice ARN hTR.  
B- Structure  secondaire de l‘ARN matrice hTR avec 4 domaines majeurs dont le domaine Pseudoknot qui possède 
notamment la séquence matrice complémentaire des télomères (D’après Smogoreswka 2003). 
a) hTR 
 
La matrice ARN hTR a été identifiée et clonée chez l’homme en 1995 (Feng et al., 1995). 
Produite par l’ARN polymerase II, elle est composée de 451 nucléotides et renferme une 
séquence nucléotidique (5’- CUAACCCUAAC 3’) complémentaire de l’extrémité simple brin 
des télomères. Cet ARN sert de matrice pour la synthèse des répétitions nucléotidiques. Il est 
exprimé de manière ubiquitaire dans la plupart des tissus mais sa présence ne corrèle pas 
forcément avec l’activité télomérase (Avilion et al., 1996). La structure secondaire de cet ARN 
comporte un domaine de type H/ACA à son extrémité 3’ (Mitchell et al., 1999) et d’autres 
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domaines conservés chez les vertébrés impliqués dans diverses fonctions de hTR. hTR est 
capable de réguler les étapes d’alignements et d’élongation, de contrôler l’assemblage 
fonctionnel de la télomérase, de moduler son interaction avec hTERT (Chen et al., 2000). 
b) hTERT  
La sous unité hTERT, composée de 1132 acides aminés, a été clonée en 1997 sur la base de son 
homologie de séquence avec les protéines EST2p de la levure Saccharomyces Cerevisae et P123 
de l’organisme cilié Euplotes aediculatus (Kilian et al., 1997); (Meyerson et al., 1997); 
(Nakamura et al., 1997). La protéine hTERT est une ADN polymérase appartenant à la famille 
des transcriptases inverses, responsable de  l’activité catalytique de l’enzyme. La protéine hTERT 
est constituée de plusieurs domaines encadrés par les domaines N- et C-terminal : un motif T 
comprenant le site spécifique de la télomérase, le domaine RT, responsable de son activité 
catalytique très conservée dans les différents organismes (Bachand and Autexier, 2001). Le 
domaine N-terminal  et le NLS contrôlent la localisation nucléolaire de la télomérase(Yang et al., 
2002). L’extrémité C-terminal est impliquée dans la processivité de l’enzyme.  
c) Autres partenaires de la télomérase 
 
Bien que l’expression de hTERT et hTR  soit suffisante pour reconstituer  l’activité catalytique de 
la  télomérase in vitro (Beattie et al., 2001; Weinrich et al., 1997), des études biochimiques et 
génétiques suggèrent que d’autres éléments protéiques complètent hTERT pour former le 
complexe télomérase. Plusieurs protéines, interagissant avec hTERT et hTR sont  nécessaires 
pour l’assemblage, la conformation et la localisation nucléaire de la télomérase.  
Ainsi,  il a été démontré que hTERT interagit avec les protéines chaperonnes HSP90, P23 et 
HSP70 impliquées dans l’assemblage du complexe télomérase, nécessaires à l’activité télomérase 
in vitro et in vivo (Forsythe et al., 2001); (Holt et al., 1999). Par ailleurs, EST1a,  homologue de 
Est1 chez la levure, interagirait avec hTERT  dans les cellules humaines (Reichenbach et al., 
2003). Son rôle demeure méconnu mais la surexpression des formes tronquées de EST1a conduit 
à des fusions télomériques ainsi qu’à un arrêt du cycle cellulaire. Il semblerait qu’elle soit 
impliquée dans la protection des télomères (Reichenbach et al., 2003).  
 hTR est quant à lui associé à des petites protéines nucléolaires  comme  la dyskerine (Mitchell et 
al., 1999), NOLA1,2 ,3 (Dragon et al., 2000) ou encore les ribonucléoprotéines nucléaires 
hétérogènes hnRNP (Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein) A1, C1/C2 et D.  
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A ce jour, seule l’implication de la dyskerine dans la régulation in vivo de l’activité télomérase a 
été avérée. En effet, les défauts consécutifs à des mutations du gène DKC1 se caractérisent par 
une altération de l’activité télomérase. Ces mutations ont été décrites chez des patients atteints du 
syndrome de dyskeratose congénitale, pathologie qui altère la régénération de tissu à 
renouvellement rapide chez l’adulte. En fait, il existe une forme de la maladie récessive liée à 
l’X, due à des mutations dans le gène DKC1 et une forme autosomique dominante, résultant de 
mutations dans le gène hTR (Vulliamy et al., 2001). Les patients atteints présentent une taille des 
télomères plus courte et une activité télomérase considérablement réduite suggérant que DKC est 
nécessaire à la fonction télomérase (Mitchell et al., 1999). De plus, de récents travaux suggèrent 
que le coeur catalytique existerait sous forme de dimère coopératifs (Beattie et al., 2001), (Wenz 
et al., 2001). En effet, les deux composantes inactives s’associeraient pour reconstituer l’activité 
télomérase in vivo. Des analyses de spectrographie de masse réalisées à partir de cellules 
humaines indiquent  que le complexe (650kD) serait un dimère de deux entités constituées 
chacune de hTERT, hTR et de dyskerine (Cohen et al., 2007). 
 
2. Fonctions de la télomérase associées aux télomères 
a) Élongation des télomères 
 
La télomérase est une enzyme processive (Greider, 1991) qui synthétise des séquences TTAGGG 
au niveau de l’extrémité 3’ terminale des télomères. Son activité d’élongation est restreinte à la 
phase S  après que les télomères se soient répliqués. En effet, l’expression d’un hTERT marquée 
(GFP-hTERT) a permis de localiser hTERT dans le nucléole pendant la phase G1/début S et dans 
le nucleoplasme en fin S/ début G2 (Wong et al., 2002). Elle procède selon plusieurs étapes. Tout 
d’abord, le complexe va se positionner sur l’extrémité simple brin par le biais de sa matrice hTR. 
Une fois associée à l’ADN télomérique, la sous unité catalytique amorce l’ajout des séquences 
télomériques. In vitro, il a été montré que la synthèse se poursuit sur plusieurs dizaines de 
nucléotides alors qu’in vivo l’enzyme semble moins processive. Cette différence peut s’expliquer 
par la présence de facteurs télomériques qui régulent négativement son accès. Enfin, le complexe 
est déplacé une fois la synthèse achevée. Cette étape ferait appel à une hélicase PIF1 qui 
dissocierait l’hybride ADN télomérique-ARN matrice (hTR) (Boule et al., 2005; Mateyak and 
Zakian, 2006; Snow et al., 2007). Par conséquent, PIF1 interagirait avec la sous unité hTERT afin 
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de limiter sa processivité. Ce mécanisme a été largement décrit chez la levure, mais peu relaté 
chez les mammifères. Toutefois, il semble que hPIF1 interagit avec hTERT et que son activité 
soit régulée selon le cycle afin de moduler l’activité télomérase aux télomères (Mateyak and 
Zakian, 2006). L’action de la télomérase nécessite une taille minimale pour la matrice ARN mais 
ne requiert pas une séquence stricte des séquences non matricielles. Dans ce cas, la télomérase 
continue d’agir mais la modification de ces séquences peut altérer la synthèse ou l’association 
avec d’autres partenaires comme la dyskerine. Enfin, son action aux télomères est régulée par les 
protéines spécifiques des télomères qui définissent l’accès aux télomères. 
b) Rôle de la télomérase dans la protection des télomères 
 
Le rôle de la télomérase dans le maintien des télomères a souvent été évoqué. En effet, 
indépendamment de sa fonction d’élongation, hTERT protègerait les télomères d’éventuelles 
fusions (Blackburn, 2001; Zhu et al., 1999), (Melek and Shippen, 1996). Les cellules immortelles 
exprimant de manière ectopique hTERT, continuent de proliférer malgré une taille inférieure à 
celle des cellules sénescentes. Ces résultats suggèrent ainsi que l’expression ectopique de la 
télomérase protégerait  les télomères courts (Zhu et al., 1999). Selon ce modèle, la télomérase 
exercerait une protection  physique contre toute dégradation en se fixant sur les télomères. Dans 
les cellules fibroblastiques humaines immortalisées,  bien que la télomérase soit active, les 
télomères les plus longs continuaient de raccourcir pendant que la taille des télomères les plus 
courts se stabilisait. Ces résultats supposaient que la télomérase agissait de préférence sur les 
télomères les plus courts pour les protéger et alimenter un peu plus la théorie d’un rôle protecteur 
de la télomérase présentée par Zhu  (Ducray et al., 1999).  
En fait, il a été montré par la suite que la télomérase allongeait préférentiellement les télomères 
les plus courts afin de limiter les signaux responsables de l’arrêt du cycle cellulaire (der-
Sarkissian et al., 2004). 
Par ailleurs, l’expression de la télomérase a été mis en évidence dans les cellules fibroblastiques 
normales en phase S (Masutomi et al., 2003). Malgré cette expression, les télomères continuent 
de raccourcir après chaque division cellulaire suggérant que sa présence ne soit pas suffisante 
pour enrayer l’érosion des télomères. De plus, l’inhibition de la télomérase dans les cellules 
normales ou présénescentes provoquerait une diminution drastique de la taille de l’extension 
simple brin accélérant leur entrée dans la sénescence. Ces données supposent que la télomérase 
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soit nécessaire au maintien de l’ADN télomérique simple brin préservant la fonction télomérique. 
Ces données demeurent toutefois discutées car à aucun autre moment la présence d’une 
éventuelle activité télomérasique n’a pu être décrite dans des cellules normales. Ainsi, son 
implication directe dans la protection des télomères demeure une énigme. 
c) Rôle tumorigène de la télomérase. 
 
Au delà de son rôle dans le maintien de la taille des télomères, il semble que la télomérase 
possède d’autres fonctions qui contribueraient à la transformation maligne.   
Dans un premier temps, il a été montré que l’expression de la télomérase dépourvue de sa 
fonction catalytique suffit à restaurer un pouvoir tumorigène à partir de cellules ALT. Les 
cellules ALT qui maintiennent pourtant leur taille des télomères, ne peuvent induire de tumeurs 
dans les souris « nude ». Ces résultats laissent entendre que la télomérase contribue à la 
tumorigenèse indépendamment de sa fonction d’élongation (Stewart et al., 2002). 
De plus, chez la souris KO pour la télomérase, la surexpression de la télomérase sous le contrôle 
d’un promoteur actif dans les kératinocytes K5-mTERT favorise la formation de tumeurs 
hyperplasiques spontanées ou induites par des substances cancérogènes (Gonzalez-Suarez et al., 
2001). Toutes ces données démontrent que la surexpression de K5-mTERT favorise la 
tumorigenèse dans un contexte où  la fonction de maintien des télomères n’est pas requise. La 
télomérase apparaît comme un élément clef de la tumorigenèse chez les mammifères 
 
3. Fonctions télomérase non associée aux télomères 
a) Rôle anti-apoptotique  
Au-delà sa capacité à faciliter la prolifération, la télomérase favorise la croissance cellulaire en 
protégeant les cellules de la mort cellulaire. Il a été démontré que l’inhibition de hTERT 
déclencherait une mort cellulaire rapide. La croissance cellulaire est affectée suite à l’expression 
d’oligonucléotides  antisens de hTERT. Ce ralentissement s’accompagne d’une augmentation  de 
la fragmentation de l’ADN, marqueur de l’apoptose (Folini et al., 2005). L’étude de la taille des 
télomères ne révèle aucune modification après 72H suggérant que ce phénomène de mort rapide 
est indépendant du maintien de la taille des télomères. Au contraire, la surexpression de hTERT 
dans les cellules lymphocytaires issues de patients leucémiques aigues promyelocytaire induit 
une résistance à la mort cellulaire induite par TRAIL (Dudognon et al., 2004). De plus, la 
Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
  
- 41 / 215- 
surexpression de la télomérase dans les cellules Hela favorise la résistance à la staurosporine, 
défini comme agent apoptotique (Zhang et al., 2003). De même, la déplétion de la télomérase 
sensibilise les cellules Hela à l’apoptose induite par le cisplatine suggérant que la télomérase 
constitue un inhibiteur endogène de l’apoptose mitochondriale (Massard et al., 2006). Des études 
plus approfondies ont permis de constater que la télomérase inhiberait précocement la voie 
apoptotique. Elle précéderait effectivement l’activation de la caspase 3, et l’action de Bcl2 (Fu et 
al., 1999), (Luiten et al., 2003). Ainsi, cette fonction suscite un intérêt certain dans le traitement 
des cancers. En effet, l’inhibition de la télomérase pourrait permettre à la fois de réduire la durée 
de vie des cellules tumorales et de les sensibiliser à la chimiothérapie en venant à bout de sa 
fonction anti-apoptotique. 
Son rôle dans l’apoptose a été aussi évoqué pour les cellules neuronales. La télomérase 
favoriserait la survie des neurones lors du développement du cerveau. La suppression de hTERT 
accélère la mort neuronale alors que sa surexpression empêche la mort par apoptose en inhibant 
la mort cellulaire au niveau premitochondrial. 
b) Rôle dans la réparation des dommages de l’ADN 
 
Plusieurs faits attestent de l’implication de la télomérase dans la réparation de l’ADN. 
L’expression ectopique de la télomérase dans les fibroblastes primaires confère une résistance 
aux radiations ionisantes et aux agents génotoxiques (radiations ionisantes, étoposide). Elle 
contribue à une cinétique de réparation plus rapide et à une élimination des dommages résiduels. 
Cependant, aucun effet sur la réparation des cassures doubles brins n’a été décelé que ce soit in 
vitro, au niveau de la jonction des extrémités d’un plasmide ou in vivo (Sharma et al., 2003).  Par 
ailleurs, la surexpression de la télomérase modifie significativement l’expression 
transcriptionnelle de plusieurs gènes participant au remodelage de la chromatine et à la réparation 
de l’ADN (Smith et al., 2003), (Sharma et al., 2003). Après l’exposition aux rayons gamma, les 
cellules fibroblastiques surexprimant la télomérase présentent des caryotypes très peu remaniés 
(Pirzio et al., 2004) suggérant que la télomérase exerce un rôle de protection vis-à-vis des 
dommages de l’ADN. 
Une autre approche complémentaire à celle décrit précédemment détermine l’effet de l’inhibition 
de la télomérase sur la réponse aux dommages. L’inhibition de la télomérase par ARN 
interférence altère la réponse aux traitements génotoxiques utilisées en chimiothérapie. En effet, 
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après une exposition à l’étoposide ou l’inirotecan, l’activation de ATM, BRCA1 et P53 est abolit 
en absence de  hTERT. De plus, l’expression de mutants hTERT (incapables d’allonger les 
télomères) restaure la réponse aux dommages sans modifier la taille des télomères. Dans ce cas, 
sa fonction dans la réparation de l’ADN serait indépendante de son rôle dans l’élongation des 
télomères (Masutomi et al., 2005). Par ailleurs, il a été démontré que l’absence de hTERT 
interférait dans la modification de la chromatine consécutive à la réponse aux dommages de 
l’ADN (inhibition de la désacetylation des histones). Par conséquent, la télomérase interviendrait 
au niveau du remodelage de la chromatine afin de faciliter l’accès de la machinerie de réparation 
aux sites de cassures (Masutomi et al., 2005). 
 
4. Régulation de l’activité télomérase 
 
Dans la plupart des cellules somatiques humaines, l’activité télomérase est limitée uniquement 
aux tissus embryonnaires ou aux cellules à fort potentiel prolifératif chez l’adulte (cellules 
germinales, cellules souches en division, lymphocytes activés). Récemment, l’activité télomérase 
a été mise en évidence à un très faible niveau dans des cellules fibroblastiques normales, 
synchronisées en phase S (Masutomi et al., 2003). En revanche, elle est exprimée dans 85% des 
tumeurs  suggérant un rôle important de la télomérase dans le processus d’immortalisation et de 
tumorigenèse (Kim et al., 1994). La réactivation de la télomérase peut être associée à des 
modifications transcriptionnelles. Ainsi l’amplification génique (Zhang et al., 2000) ou la 
dérégulation de la répression du promoteur de hTERT  sont autant de mécanismes pouvant 
expliquer l’expression de la télomérase. 
a) Activateurs/répresseurs de la transcription de hTERT 
 
La régulation de l’activité télomérase se fait à différents niveaux. Le premier volet de cette 
régulation consiste à réguler  la transcription du gène hTERT. L’expression du gène hTERT est 
soumise au contrôle d’effecteurs (activateurs ou répresseurs) capables de se fixer sur les régions 
promotrices afin de moduler la transcription de hTERT. Parmi ces effecteurs, le couple c-MYC et 
son antagoniste Mad1 sont le plus souvent décrits. En effet, c-MYC activerait la transcription de 
hTERT dans les cellules proliférantes alors que Mad1 réprime celle-ci dans les cellules 
différenciées (Xu et al., 2001); (Kyo and Inoue, 2001)   
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Par ailleurs, certaines molécules rétinoïdes impliquées dans la différenciation cellulaire sont aussi 
capables de réprimer l’expression de hTERT. L’interaction entre l’acide rétinoïque (ATRA) et 
ses récepteurs RAR et RXR  permettrait la formation d’un hétérodimère capable de réprimer la 
transcription du gène hTERT  (Pendino et al., 2003; Pendino et al., 2001). 
b) Régulation épigénétiques 
Le système effecteur / promoteur n’apparaît pas être le seul outil pour réguler l’expression 
génique. En ce sens, la régulation de l’expression repose aussi sur le remodelage de la chromatine 
en amont du gène hTERT. Parmi ces modifications, la méthylation apparaît comme l’une des 
modifications chromatiniennes majeures mises en jeu lors de la régulation épigénétique de 
hTERT. Les îlots CpG, abondants dans des séquences promotrices, sont la cible privilégiée de la 
méthylation. Ainsi, l’expression de la télomérase peut être directement réprimé par la méthylation 
de ces régions (Horikawa et al., 1999), (Lopatina et al., 2003).  
Par ailleurs, l’acétylation/desacétylation des histones est largement associée à une modulation de 
la transcription de hTERT. L’acétylation des histones H3 et H4  favorise l’activation de la 
transcription du  gène hTERT (Hou et al., 2002), (Hou et al., 2002), (Xu et al., 2001). 
 
c) Modifications post traductionnelles 
L’épissage alternatif peut aussi moduler l’activité télomérase. Bien que la fonction des  variants 
tronqués ne soit clairement établie, ils pourraient agir en tant que dominant négatif en interférant 
avec la télomérase fonctionnelle (Ulaner et al., 1998; Ulaner et al., 2000).  
La modification de l’activité télomérase peut toutefois intervenir au niveau même de la protéine. 
Ainsi, la phosphorylation de  hTERT par les kinases PKC et AKT activerait  l’activité télomérase 
(Kang et al., 1999); (Yu et al., 2001); (Lin et al., 1998). De même, la relocalisation de hTERT 
dans le noyau ou sein de structures subnucléaires contribue à l’activation de la télomérase 
(Cristofari et al., 2007) (Jady et al., 2006). En effet, sa translocation vers le noyau notamment 
dans les corps de Cajal  apparaît essentiel à l’assemblage du complexe lors de l’allongement  des 
télomères (Li et al., 1998) (Wong et al., 2002).  
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II. Maintien des télomères par la recombinaison 
 
1. Généralités 
Les mutants pour la sous unité ARN ou pour la protéine télomérase de S.Cerevisae peuvent très  
rarement activer spontanément une voie de recombinaison permettant  de restaurer la taille des 
séquences télomériques (Lundblad and Blackburn, 1993). Le mécanisme non télomérasique du 
rallongement fait intervenir la voie de recombinaison dépendante de RAD52. La mutation du 
gène Rad52 est létale pour les cellules ayant recours à la recombinaison homologue pour 
maintenir la taille des télomères (McEachern and Blackburn, 1996). Deux types de survivants ont 
été décrits. On distingue les mutants survivants de type I et II. Les survivants de type I 
maintiennent leurs télomères en allongeant les séquences subtélomériques. Ces mutants 
conservent ainsi des séquences télomériques courtes. Les survivants de type II amplifient 
strictement les séquences télomériques  et possèdent des télomères longs mais hétérogènes (Teng 
and Zakian, 1999).  
Chez l’homme, un mécanisme comparable a été observé dans les cellules immortelles dépourvues 
d’activité télomérase. On parle alors de mécanisme alternatif de maintien de la taille des 
télomères. En effet, la réactivation de la télomérase n’est pas observée dans toutes les lignées 
cellulaires immortalisées ou cellules cancéreuses. Le mécanisme ALT pourrait constituer une 
seconde voie de maintenance des télomères permettant la prolifération indéfinie des cellules. 10 
%  de cancers ne présentent pas d’activité télomérase et 25% des lignées cellulaires d’origine 
variées (fibroblastiques, épithéliale mésotheliale) immortalisées par des virus oncogènes (SV40, 
HPV) présentent le phénotype ALT. Par ailleurs, ce phénotype survient spontanément chez des 
patients atteints d’un syndrome de Li-Fraumeni, (mutation germinale de p53). Ainsi, le 
mécanisme ALT se définit chez l’homme en tant qu’une élongation de type II selon la 
nomenclature présentée chez la levure. 
 
2. Distribution des télomères dans les cellules ALT 
A cette date, l’analyse des lignées  et tumeurs  ALT  indique que la taille des télomères s’étend de 
3 à 50 kb  avec une taille moyenne de 20kb (Murnane et al., 1994), (Bryan et al., 1997; Bryan et 
al., 1995) (Grobelny et al., 2001; Opitz et al., 2001). Cette hétérogénéité se définit par la 
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coexistence de télomères longs et télomères courts  au sein d’une même cellule (Lansdorp, 1997; 
Perrem et al., 2001).  La distribution de la taille des télomères est dynamique, fluctuant très 
rapidement pendant la prolifération cellulaire. Pour une même lignée cellulaire, la fréquence de 
fluctuation des télomères  varie selon les sous clones (Murnane et al., 1994). Le rapport entre la 
taille des télomères du bras p et ceux du bras q d’un même chromosome varie d’un facteur 100  
pour les populations ALT alors que celui-ci atteint seulement un facteur 2 pour une lignée 
télomérase (Perrem et al., 2001). 
 
3. APBs 
a) Caractéristiques des APBs 
 
Les cellules ALT se caractérisent par la présence d’une structure subnucléaire référencée APBs 
(Associated ALT PML bodies). Les APBs sont enrichis en une protéine PML associée à de 
l’ADN télomérique  sous forme linéaire ou circulaire, à des protéines télomériques telles que 
TRF1, TRF2, hRap1, TIN2 et des protéines impliquées dans la réparation ou recombinaison ( 
RAD51, Rad52, RPA, RAD51D, BRCA1, MRE11/RAD50/NBS, ERCC1, WRN, BLM, 
hRad9/hRad1/Hus1 ou 53BP1) (Dantzer et al., 2004; Nabetani et al., 2004; Tarsounas et al., 
2004; Wu et al., 2003; Wu et al., 2000; Yeager et al., 1999; Zhu et al., 2003). 
Ces corps différent des corps PMLs, présent dans le noyau de nombreuses cellules cancéreuses. 
Les corps PMLs sont constitués de nombreuses protéines impliquées dans diverses fonctions 
telles que la régulation du cycle cellulaire, la sénescence ou l’apoptose. 
Ces corps APBs sont spécifiques du phénotype ALT et n’apparaissent dans aucune cellules 
normales ou  exprimant la télomérase (Yeager et al., 1999).  
Les APBs sont peu abondants dans une population de cellules ALT asynchrones. Seul 5% des 
cellules ALT asynchrones présentent ces structures subnucléaires (Yeager et al., 1999). Par 
contre,  un enrichissement  de ces corps a été observé dans les cellules bloquées en phase G2/M 
ou Go/G1 G1 après  déplétion de méthionine laissant entendre que les corps APBs sont régulés 
selon le cycle cellulaire (Jiang et al., 2007); (Grobelny et al., 2001; Henson et al., 2002). Des 
études récentes démontrent que l’hétérogénéité de la taille des télomères est corrélée à la 
fréquence des corps APBs dans les tumeurs humaines. Ainsi, ces foci constituent des marqueurs 
des tumeurs ALT (Henson et al., 2005).  Dans ces corps APBs, l’ADN télomérique  se présente 
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sous une forme circulaire, ou linéaire. Des analyses de microscopie en temps réel ont permis de 
mettre en évidence  une association ou dissociation entre l’ADN télomérique et les foci APBs 
(Molenaar et al., 2003).   
Le rôle précis des corps APBs n’est pas encore établi mais ces structures constitueraient une 
plateforme où l’ADN télomérique et les protéines nécessaires au mécanisme ALT seraient 
concentrés ou/et modifiés. De plus,  l’exposition des cellules ALT à des agents génotoxiques  
favoriserait l’apparition de corps APBS et la séquestration d’ADN télomérique linéaire dans ces 
mêmes corps (Fasching et al., 2007). Dans ce cas, les APBs constitueraient une structure où 
l’ADN télomérique, assimilé à une lésion de l’ADN ou un intermédiaire de recombinaison, 
puisse être réparé. 
b) Facteurs impliqués dans la formation des APBs 
i. MRN  
Il est concevable mais pas encore prouvé que plusieurs protéines localisées dans les APBs 
puissent participer au mécanisme ALT. La plupart d’entre eux (RAD51, Rad52, RPA, MRN ou 
les hélicases WRN/BLM) sont des effecteurs de la recombinaison homologue qui pourraient 
intervenir dans la mise en place du mécanisme ALT  Parmi ces membres, le complexe MRN 
constitue un acteur majeur dans la mise en place de ALT. L’inhibition prolongée des protéines du 
complexe MRN conduit à la  réduction de la taille des télomères et du nombre de foci APBs dans 
les cellules ALT (Zhong et al., 2007). Auparavant, il a été démontré que la fonction de NBS1 
était nécessaire à la genèse des corps APBs. Toutefois sa présence était conditionnée par la 
protéine Sp100, membres des foci PMLs, qui séquestre le complexe MRN et par conséquent 
réprime la formation des corps APBs (Jiang et al., 2005). Cette répression conduit à un 
raccourcissement progressif des télomères abolissant la fluctuation rapide de la taille et 
aboutissant à la disparition des corps APBs. Tous ces résultats concourent à dire que le complexe 
MRN prend activement part au mécanisme ALT.   
ii. SMC5/6 
Enfin très récemment, le complexe SMC5/6 (Structure Maintenance of Chromosomes) a été 
retrouvé dans les corps APBs (Potts and Yu, 2005). Ce complexe, appartenant à la famille des 
protéines SMC (Structure Maintenance of Chromosomes), joue un rôle majeur dans 
l’organisation et le maintien des chromosomes. En présence de MMS1, cet hétérodimère promeut 
les échanges de chromatides sœurs (Potts and Yu, 2005). L’inhibition de SMC5/6 conduit à une 
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réduction des échanges télomériques, une disparition des foci APBs ainsi qu’à un 
raccourcissement progressif des télomères. Avec l’aide de la protéine MMS1, dotée d’une 
activité de sumoylisation, ce complexe modifie les protéines télomériques présentes dans les 
corps APBs (TRF1, TRF2, TIN2, Rap1) nécessaires à leurs formations. Il a été proposé que ce 
complexe favorise l’élongation et les échanges télomériques en modifiant les protéines 
télomériques de manière à former les corps APBs (Potts and Yu, 2007). 
iii. RAD51D 
Un autre membre de la recombinaison, RAD51D, paralogue de RAD51, semble être impliqué 
dans l’homéostasie des télomères dans les cellules ALT. En effet, l’inhibition de RAD51D par 
siRNA induit une réduction massive  de la longueur des télomères provoquant leur mort après 7 
jours d’inhibition (Tarsounas et al., 2004). Ces résultats suggèrent que RAD51D serait donc 
impliqué directement ou non dans le maintien des télomères  par le mécanisme ALT.  
iv. BLM 
A cela, il faut ajouter la présence de BLM au niveau des télomères dans les cellules ALT. Son 
orthologue chez la levure, SGS, est impliqué dans la mise en place du mécanisme ALT de type II, 
caractérisé par l’amplification stricte des séquences télomériques. BLM présent dans les corps 
APBs, interagit avec les télomères et les protéines TRF2 et TRF1 (Opresko et al., 2002). De par 
son rôle dans la recombinaison (résolution de la jonction d’Hollyday, déroulement de la boucle 
D), il est possible que BLM soit requis pour la mise en place du mécanisme ALT. Ainsi, la 
surexpression transitoire de la protéine de fusion GFP-BLM influence la synthèse d’ADN 
télomérique dans les cellules ALT supposant que BLM soit directement impliqué dans le 
mécanisme ALT (Stavropoulos et al., 2002).    
 
4. La génétique de ALT et sa répression  
a) Mise en évidence de la répression du mécanisme ALT 
 
Contrairement à la télomérase exprimée transitoirement ou non dans certaines types tissulaires, le 
mécanisme ALT est totalement absent des cellules normales. Plusieurs éléments suggèrent qu’il 
existerait des gènes capables de réprimer  ce mécanisme dans des cellules normales. En effet, la 
fusion entre une cellule immortelle ALT et une cellule normale donne lieu à un hybride sénescent 
qui perd son phénotype ALT (Perrem et al., 1999; Perrem et al., 2001). De plus, des études 
réalisées sur des hybrides somatiques issus de fusions entre des cellules ALT et des microcellules 
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(avec un ou deux chromosomes) ont soulevé la question d’un éventuel contrôle génétique du 
mécanisme ALT. D’une part après le transfert de chromosomes, il a été montré que le 
chromosome 7 induit la sénescence dans des cellules immortelles « télomérase négative » 
abolissant le mécanisme ALT (Ogata et al., 1993), (Nakabayashi et al., 1997). Sur ce 
chromosome 7, il existerait alors des gènes capables de réguler le mécanisme ALT (Ogata et al., 
1995). Leurs actions ne seraient pas seulement limitées aux cellules ALT puisqu’ils peuvent aussi 
induire la sénescence de cellules immortalisées par la  télomérase. 
D’autre part, une étude du polymorphisme des microsatellites révèle que la perte d’hétérozygotie 
d’une région du chromosome 6 et 8 est fortement corrélée à l’apparition du phénotype ALT  
(Shigeeda et al., 2003) (Kumata et al., 2002) De plus, la perte d’hétérozygotie d’une région du 
chromosome 8 a été identifiée dans des ostéosarcomes définies comme des tumeurs de type  
ALT. Ces résultats indiquent que des gènes impliqués dans l’activation de ALT pourraient être 
localisés sur les chromosomes 6 et 8.  
En revanche, les régulateurs putatifs du mécanisme ALT,  présents sur ces chromosomes  6, 7, 8,  
ne sont pas  encore identifiés. L’ensemble de ces données suggère que l’activation ALT résulte 
d’un ou plusieurs  évènements mutationnels  touchant les gènes  répresseurs dans des cellules 
cancéreuses. 
b) Potentiels répresseurs du mécanisme ALT 
i. WRN 
Ces études de recherche de polymorphisme montre que la perte d’hétérozygotie d’une région du 
8 est fortement corrélée à l’apparition du phénotype ALT permettant d‘identifier un éventuel 
répresseur de ALT. Ainsi le gène codant pour la protéine WRN (8p12)  est proche du loci perdu 
préférentiellement dans les cellules ALT(Shigeeda et al., 2003) (Kumata et al., 2002). De plus, il 
a été décrit que l’inhibition de WRN  stimule les échanges de chromatides sœurs dans les régions 
télomériques de souris supposant que l’absence de WRN faciliterait l’émergence du phénotype 
ALT (Laud et al., 2005).  
ii. P53 
Plusieurs candidats sont envisagés mais deux d’entre eux ont retenus notre attention. Parmi ces 
candidats, P53 pourrait constituer un répresseur direct du mécanisme de ALT. En effet, de 
nombreuses lignées ALT présentent la particularité d’être immortalisées par des virus oncogènes 
HPV et SV40 capable d’inactiver P53 et RB. Le mécanisme ALT peut etre activé  après la perte 
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spontanée de P53/P16 dans les cellules de patients atteints du syndrome de Li Fraumeni (Rogan 
et al., 1995); (Vogt et al., 1998) ou suite à l’expression conjuguée de la cycline D1 et d’un allèle 
mutant de p53 (Opitz et al., 2001). Ces modifications génétiques génèrent un environnement 
instable propice à l’activation des mécanismes ALT. Par ailleurs, P53 est capable d’inhiber la 
recombinaison homologue  (Sengupta and Harris, 2005). De récents travaux démontrent que P53 
peut interférer avec le mécanisme ALT par le biais  de sa fonction dans la recombinaison 
homologue, indépendamment de sa fonction transactivatrice (Razak et al., 2004).  
Tout ceci concourt à penser que P53 est bel et bien un répresseur du mécanisme ALT mais des 
futures investigations permettront d’éclaircir son véritable rôle dans l’émergence de ALT. 
iii. MMR 
Parmi les autres candidats, les gènes du MMR (MisMatch Repair) pourraient être impliqués dans 
la répression de ALT. Hautement conservés dans l’évolution, ces facteurs sont essentiels à la 
stabilité du génome. Ils permettent de réduire le taux de mutations mais aussi de réprimer la 
recombinaison homéologue, plus particulièrement entre les séquences  homologues. Chez 
l’homme, l’inhibition conjointe de la télomérase et des gènes du MMR génère un phénotype 
similaire au mécanisme ALT laissant entrevoir une répression de ALT par le système MMR 
(Bechter et al., 2004b). 
 
5. Mécanismes moléculaires 
a) Echanges des chromatides sœurs 
Les échanges de chromatides sœurs résultent de la réparation par échanges de brins entre les 
chromatides sœurs des cassures synthétisées pendant la réplication. Il s’agit d’une réparation dite 
post-réplicative. L’analyse cytogénétique des SCE (Sister Chromatides Exchanges) ne permet de 
visualiser ces échanges que sur des dizaines de Mb. Il a été suggéré que ces événements soient 
pris en charges par la recombinaison homologue (Sonoda et al., 1999). 
Ces échanges télomériques ne sont pas détectables par des analyses conventionnelles de détection 
(ex: analyse SCE), quantifiant seulement les échanges dits génomiques. En revanche,  les 
échanges télomériques peuvent être visualisés par une approche plus spécifique faisant appel à 
une hybridation particulière appelé CO-FISH (Chromosome Orientation FISH). Cette technique 
permet la détection d’échanges d’ADN télomérique entre deux chromatides d’un même 
chromosome. Par contre, l’analyse de la recombinaison entre des chromatides provenant de deux 
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chromosomes différents ou avec des fragments télomériques extra chromosomiques n’est pas 
possible. Une analyse détaillée de plusieurs lignées cellulaires révèle que les échanges post 
réplicatifs entre deux télomères sont fréquents dans les cellules ALT. L’élongation des télomères 
consécutifs à l’expression ectopique de la télomérase ou de POT1 n’induit qu’occasionnellement 
ces échanges (Londono-Vallejo et al., 2004). Ainsi, les télomères longs ne suffisent pas à induire 
des échanges télomériques, d’autres facteurs sont requis pour générer des échanges télomériques. 
Pourtant, l’augmentation des échanges ne correspond pas à une dérégulation globale de la 
recombinaison. En effet, les cellules ALT présentent autant d’échanges de chromatides sœurs 
génomiques que les cellules exprimant la  télomérase (Bailey et al., 2004a). De plus, le taux de 
recombinaison à des sites interstitiels ou subtélomériques est comparable à celui de cellules 
exprimant la télomérase précisant une action ciblée de la recombinaison  aux télomères dans les 
cellules ALT (Bechter et al., 2003). 
Ces échanges ne sont pas des marqueurs exclusifs du phénotype ALT. En effet, l’inhibition 
conjuguée de la télomérase et des gènes du système MMR induit l’émergence d’une population 
cellulaire similaire aux cellules ALT  mais pourtant  dépourvues de corps APBs, marqueur du 
phénotype ALT (Bechter et al., 2004b). 
Récemment, un autre modèle a été proposé. Des échanges inégaux entre les séquences 
télomériques de chromatides soeurs provenant de chromosomes différents permettaient 
d’allonger les télomères de chromatides différentes sans pour autant synthétiser d’ADN. Ainsi, 
les échanges inégaux génèreraient des différences entre deux cellules filles proches de la 
sénescence provoquant l’entrée immédiate d’une cellule en sénescence (télomères raccourcis) 
tout en autorisant la poursuite de la prolifération de l’autre cellule fille (télomères allongés) 
(Bailey et al., 2004a). 
b) Recombinaison inter télomérique dans les cellules ALT 
La dynamique des télomères dans les cellules ALT suggère que les télomères soient maintenues 
par un processus de recombinaison (Murnane et al., 1994; Perrem et al., 2001). De récents 
travaux révèlent la présence d’événements de recombinaison inter-télomérique dans des cellules 
humaines ALT. Il a été montré qu’un télomère, marqué par un plasmide, servait de matrice lors 
de  l’amplification d’un autre télomère non marqué. Il a été remarqué jusqu’à 5 télomères 
marqués après 63 doublement de populations; le mécanisme utilisé rappelait celui de la 
recombinaison. En revanche, lorsque le plamisde est intégré en  position sub-télomérique ou 
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interstitielle, aucun événement de recombinaison inter télomérique n’a été relevé  confirmant 
l’existence d’une élongation de type II dans les cellules ALT humaines (Dunham et al., 2000). De 
plus, l’étude de la jonction entre les régions subtélomériques et télomériques révèle qu’après 
l’activation du mécanisme ALT, des séquences télomériques ont été identifiées au sein des 
régions subtélomériques dégénérées. Cette insertion témoignerait de l’élongation des télomères  
par recombinaison dans ces régions  subtélomériques (Varley et al., 2002) .  
Malgré une forte instabilité des régions  mini-satellites dans les cellules ALT (Jeyapalan et al., 
2005), aucune modification de la recombinaison n’a été observé à ces sites supposant que 
l’augmentation de la recombinaison homologue soit restreinte à certains locis tels les télomères.  
Les résultats présentés sont ainsi en accord avec l’existence d’une réplication des télomères basée 
sur la recombinaison  dans les cellules ALT. Ainsi, l’extrémité 3’ simple brin envahirait la région 
double brin d’un autre télomère pour l’utiliser en tant que matrice et allonger significativement sa 
taille. La matrice copiée peut être linéaire, circulaire ou même télomérique par la formation de la 
T-loop (Figure 8).  
 
Figure 8 : Mécanismes moléculaires d’élongation des télomères dans  les cellules ALT 
A. Allongement des télomères par un mécanisme comparable au BIR le télomère le plus long va envahir la 
région double brin du télomère le plus court permettant la copie des répétitions télomériques par un mécanisme de 
recombinaison menant à un allongement très important et rapide (quelques générations)  
B. Elongation des télomères selon le modèle des cercles roulants « Rolling circle ». Ces derniers sont assez long 
pour servir de matrice à l’allongement (D’après Pardo 2006). 
 
A B 
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c) « T-loop »  et  “Rolling circle”  
i. “T-loop” 
Il est possible que la « T-loop » initie l’activité ALT. L’extension simple brin pourrait 
préférentiellement permettre l’allongement des télomères. En effet,  la boucle T  contribuerait 
indirectement à l’élongation en favorisant l’émergence de molécules circulaire ou doubles brins 
consécutifs à une perte rapide des télomères. Elle permettrait la production de cercles 
extrachromosomiques, utilisé lors de l’amplification de télomères par « Rolling circle ». Ce 
modèle est largement inspiré de celui présenté chez la levure sous le terme de « Telomere Rapid 
délétion » (TRD) (Li and Lustig, 1996); (Bucholc et al., 2001); (Lustig, 2003). Il a été proposé 
que le TRD soit un mécanisme actif dans les cellules sauvages de levure assurant la régulation de 
la taille des télomères quand ces derniers sont anormalement longs (Li and Lustig, 1996) 
(Bucholc et al., 2001). Les événements de « TRD » correspondraient à des événements de 
recombinaison intrachromosomique où la  T-Loop constituerait un intermédiaire réactionnel 
(Lustig, 2003). 
ii. Rolling circle  
Ce modèle prédit la formation, par recombinaison, d’un cercle d’ADN télomérique dans les 
cellules dépourvues de télomérase ayant survécu à la sénescence. Ce cercle, formé suite à la 
délétion de télomères longs, constituerait une matrice pour l’allongement d’un télomère très court 
par des événements de recombinaison inter télomérique de type BIR. 
Les prédictions du modèle de « roll-and-spread » ont été vérifiées chez K. lactis et S.Cerevisiae 
(Natarajan and McEachern, 2002), (Natarajan et al., 2003), (Larrivee and Wellinger, 2006). En 
effet, des marqueurs présents sur des cercles d’ADN télomérique extra chromosomiques sont 
retrouvés à proximité des séquences télomériques. La production de ces cercles télomériques 
observe la même dépendance génétique que la formation des survivants de type II : elle est 
dépendante des gènes RAD52 et RAD50 et indépendante de RAD51 (Lin et al., 2005). Chez 
l’homme, ces cercles ont été identifiés par une approche bidimensionnelle (gel 2D agarose) dans 
les cellules ALT. L’inhibition de NBS1 ou XRCC3 dans les cellules ALT abolit la formation de 
ces cercles télomériques confirmant l’ implication du complexe MRE11-RAD50-NBS1 dans la 
genèse de ces cercles (Compton et al., 2007). 
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6. Existe-t-il un ou plusieurs mécanismes ALT  
Auparavant, toutes les cellules humaines ALT décrites possèdaient une structure similaire à celle 
observée chez les levures dites de type II. Pourtant, une nouvelle structure inhabituelle  a été 
observée à la fois dans les cellules murines mTERC -/-  et dans des lignées télomérase négative 
dépourvue de WRN. En effet, des analyses de séquences télomériques  des lignées mTERC-/- 
révèlent l’amplification  des séquences non télomériques au sein des télomères (Niida et al., 
2000) évoquant le  type I observé chez la levure.  
Cette structure s’apparente à celle caractérisée dans les levures dépourvues de télomérase (∆tlc) 
dites de type I dont les éléments subtélomériques sont amplifiés et disséminés dans les séquences 
télomériques. Dans ces levures ∆tlc type I, l’élément Y’ est transcrit dans des régions réprimées 
dans les levures normales (Yamada et al., 1998).  
Chez l’homme, dans des cellules télomérase négative dépourvues de WRN (AG11395), une large 
succession de séquences SV40  est retrouvée au niveau des télomères (Fasching et al., 2005; 
Marciniak et al., 2005). Les télomères contiennent à la fois des séquences SV40 non télomériques 
et des séquences TTAGGG, caractéristiques de la structure de type I. La comparaison ne s’arrête 
pas là puisque à l’image des télomères de levures ∆tlc type I, certaines séquences télomériques 
humaines sont transcrites dans des régions habituellement inactives. La détection des télomères 
par une hybridation PNA-FISH sur des métaphases de cellules AG11395, lignée WRN 
immortalisées par SV40, a permis de mettre en évidence un signal diffus inhabituel, sensible à la 
RNAase. Ce signal correspondrait en fait à de l’ARN télomérique transcrit. De plus, l’hybridation 
des sondes télomériques CCTGGG (sonde C) et TTAGGG (sonde G) sur l’ensemble des 
transcrits ARN révélent que seule la sonde C s’hybride avec les ARN totaux suggèrant que seul 
le brin G télomérique est transcrit (Marciniak et al., 2005).En revanche, ces cellules présentent la 
particularité de ne pas exprimer de corps APBs contrairement aux cellules ALT apparentés au 
type II (Fasching et al., 2005; Marciniak et al., 2005). Ceci laisse entendre que les mécanismes 
mis en jeu diffèrent selon le  type d’élongation (I ou II). 
 
III. TERRA : Nouvelle voie dans  le maintien des télomères 
 
Un nouveau mécanisme de maintenance de télomères a été mis en évidence dans les cellules de 
mammifères. Les télomères étaient considérés jusqu' à présent comme transcriptionnellement 
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inactif compte tenu de la structure de la chromatine. Toutefois très récemment, il a été montré 
que les télomères de mammifères pouvaient être transcrits en une séquence ARN constituée de 
motifs répétés télomériques. Ces molécules sont nommées TERRA (TElomeric Repeats- 
Contaning RNA)(Azzalin et al., 2007). Elles sont de tailles très hétérogènes allant de 0,1 à 9kb et 
sont retrouvés dans des foci en position subtélomérique. Leur colocalisation indirecte avec la 
protéine Rap1 suggère que TERRA seraient associées à l’hétérochromatine télomérique. Ces 
molécules ont par ailleurs été clairement identifiées à l’extrémité des chromosomes après une 
hybridation in situ sur des métaphases des cellules embryonnaires de souris. Leur synthèse est 
régulée par des protéines de type SMG (Suppressors with Morphogenetic Defects in Genitalia) 
impliquées principalement dans la dégradation de transcrits altérés (avec des codons stop 
prématuré). L’accumulation de ces transcrits mènerait à la stabilisation des protéines tronquées, 
qui deviendraient, à terme, délétères pour la cellule. Parmi les membres de ce complexe, on 
retrouve les protéines UPF1, UPF2, UPF3 et SMG1. Ces protéines sont présentes in vivo aux 
télomères. L’inhibition de l’expression de UPF1, SMG1, EST1A et UPF2 entraîne une 
accumulation des molécules TERRA dans le noyau. Cette accumulation est la conséquence d‘une 
augmentation de la synthèse et non d’un défaut dans la dégradation de ces molécules. De plus, les 
absences de UPF1, SMG1 et de EST1A sont associées à l’apparition de plusieurs cassures 
télomériques ou chromosomiques. Ainsi, le complexe SMG réprimerait l’association entre les 
molécules TERRA et la chromatine télomérique afin de protéger les extrémités des chromosomes 
d’éventuelles pertes de séquences. De nombreuses molécules TERRA sont observées dans les 
cellules ALT. La régulation de la transcription des télomères viserait à préserver l’intégrité du 
génome et plus particulièrement des extrémités des chromosomes. Le rôle de cette molécule n’est 
pas clairement défini mais il semble qu’il interviendrait lors de l’élongation ou de la réplication 
des télomères (Azzalin et al., 2007). 
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IV. Maintien des télomères par le Shelterin 
 
Le complexe Shelterin exerce plusieurs fonctions pour préserver l’intégrité des télomères. Il 
contrôle la longueur des télomères en régulant l’accès de la télomérase, et leur assure une 
protection physique afin de les protéger d’événements de recombinaison inappropriée. Toutes ces 
fonctions nécessitent une coordination et une coopération des partenaires télomériques mais aussi 
non télomériques. Si ces fonctions sont conservées durant l’évolution, le nombre de partenaires 
varient selon l’organisme.  
Il nous appartient alors de déterminer comment le complexe Shelterin participe à l’homéostasie 
télomérique et quelles sont les régulations mises en jeu pour assurer pleinement la fonction 
télomérique. 
 
Figure 9 : Récapitulatif des fonctions télomériques et les  intervenants protéiques impliquées dans 
l’établissement de ces fonctions. 
La régulation de la longueur des télomères, et plus particulièrement de l’extension télomérique simple brin 3’, le 
contrôle de la recombinaison  sont autant de fonctions qui assurent l’intégrité télomérique. Parmi ces acteurs on 
retrouve aussi bien des protéines télomériques, que des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN plus 
particulièrement de la recombinaison. Ce tableau présente uniquement les homologies de fonctions conservées au 
cours de l’évolution.  
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1. Contrôle de la taille par les éléments du Shelterin 
L’homéostasie télomérique est un subtil équilibre entre l’élongation, le raccourcissement et le 
maintien de la longueur des télomères. Cet équilibre repose en partie sur le contrôle exercé par les 
protéines du Shelterin. Ce complexe s’accumule le long des télomères transmettant un signal 
capable d’estimer leurs tailles. En effet, la quantité de protéines sur les séquences télomériques 
est proportionnelle à leur longueur régulant ainsi l’élongation des télomères. Les membres de ce 
complexe constituent donc des acteurs majeurs dans le contrôle de la longueur des télomères. 
Dans les cellules normales, la régulation de la taille des télomères réside d’abord dans le contrôle 
de l’accès de la télomérase aux télomères qui s’articule autour de l’action de TRF1 aux 
télomères. 
Dans les cellules exprimant la télomérase, TRF1 régulerait négativement la taille des télomères. 
La surexpression conduit à une diminution progressive de la taille des télomères jusqu’à une 
stabilisation de la longueur des télomères. A l’inverse, l’expression de protéine mutante 
dominante négative de TRF1 conduit à l’allongement des télomères (Smogorzewska et al., 2000; 
van Steensel and de Lange, 1997). Ces changements s’opèrent alors qu’aucune modification de 
l’activité télomérase ou du taux de raccourcissement n’ait été observée. A l’aide d’autres 
protéines, TRF1 agirait en cis pour réprimer l’action de la télomérase (Ancelin et al., 2002; van 
Steensel and de Lange, 1997).  Selon ce modèle, les télomères longs recruteraient un grand 
nombre de molécules TRF1 empêchant l’ajout de motif TTAGGG par la télomérase. En 
revanche, les télomères courts sont  très peu pourvus de TRF1 constituant un terreau favorable à 
l’action de la télomérase. D’autres protéines télomériques telles que TPP1, TIN2 et POT1 
régulent aussi de manière négative la longueur des télomères (Houghtaling et al., 2004; Kim et 
al., 1999; Liu et al., 2004; Loayza et al., 2004),(Ye et al., 2004a). 
Cependant, certaines voies de régulation ne requièrent pas directement la protéine TRF1. En 
effet, la surexpression de TRF2 mène aussi à un raccourcissement des télomères laissant entendre 
que TRF2 contribue aussi au contrôle de la taille des télomères (Loayza and De Lange, 2003; 
Smogorzewska et al., 2000). Par ailleurs, hRAP1 participerait à l’homéostasie de télomères. 
Alors que son rôle de régulateur négatif de la taille des télomères est avéré chez la levure, son 
rôle chez l’homme est moins évident. A ce jour, seule la surexpression de formes sauvages et 
mutantes de hRAP1 a démontré l’implication de hRAP1 dans la régulation négative de 
l’élongation des télomères. En revanche, son action dans les cellules humaines nécessite une 
interaction avec TRF2 (Li and de Lange, 2003; O'Connor et al., 2004). Il a été proposé que les 
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télomères existent sous deux états antagonistes propices ou non à leur élongation. L’équilibre 
entre ces deux états : « état ouvert » - « état fermé » dépend de la taille des télomères. Il serait 
régi par les interactions  entre les séquences télomériques et les protéines dites télomériques: 
TRF1/2 et les partenaires TPP1 -TIN2- POT1.  
Selon ce modèle, en présence de TRF1 et TRF2,  le couple TIN2-POT1 annihilerait l’action de la 
télomérase. En absence de TRF1, TIN2/TPP1 resteraient associés à TRF2 mais la faible quantité 
de ce complexe provoquerait la diminution du pool de POT1 aux télomères levant l’inhibition 
exercée sur la télomérase (Houghtaling et al., 2004). En effet, l’expression d’un mutant POT1 
tronqué pour son domaine de fixation à l’ADN simple brin, POT1 (∆OB1), induit une 
augmentation très importante et très rapide de la taille des télomères (de 14 kb en 40 doublement) 
dépendante de l’expression de la télomérase. Cette élongation inappropriée n’affecte pourtant pas 
la fixation des autres facteurs télomériques suggérant que POT1 régulerait négativement  la taille 
des télomères en aval de TRF1(Loayza and De Lange, 2003). POT1 convertirait alors 
l’information relative à la taille en un signal capable de réguler l’accès de la télomérase. 
Ce modèle simpliste suggère que POT1 entre en compétition avec la télomérase pour se fixer sur 
l’extrémité simple brin. Cette hypothèse est étayée par des travaux in vitro qui démontrent que la 
présence de POT1 sur une extension simple brin 3’ réduirait l’action de la télomérase(Kelleher et 
al., 2005). 
Certaines protéines peuvent modifier la régulation établie par les acteurs du Shelterin. In vivo, la 
surexpression de la TANK1 induit une élongation de la taille des télomères dans les cellules 
humaines. Cette protéine favoriserait  l’élongation des télomères en modulant l’action de TRF1. 
En présence de TANK1, l’affinité de TRF1 pour les séquences télomériques est  altérée (Smith 
and de Lange, 2000). De plus, sa surexpression conduit à une réduction du nombre de POT1 aux 
télomères qui peut expliquer l’élongation observée en excès de TANK1 (Loayza and De Lange, 
2003). Par ailleurs, sa fonction de régulation semble propre à l’homme. En effet, que ce soit in 
vitro ou in vivo, la forme murine de TRF1 n’interagit pas avec TANK1. Ainsi, aucune 
ribosylation de mTRF1 n’est observée in vitro. Toutes ces données, suggèrent que TANK1 
constitue un mécanisme supplémentaire à la régulation de l’élongation par la télomérase, propre 
aux cellules humaines (Donigian and de Lange, 2007).  
Selon ce modèle, TIN2 joue un rôle très particulier puisqu’il intervient à deux niveaux. Dans un 
cas, il régule la présence de POT1 aux télomères, dans l’autre cas il inhibe l’action de la TANK1. 
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En effet, son inactivation conduirait  donc à  la poly(ADP) ribosylation de TRF1 par TANK1 
favorisant l’élongation des télomères (Ye and de Lange, 2004).  
Plusieurs protéines non télomériques sont impliquées dans le contrôle de la taille. Les souris 
dépourvues de protéines appartenant à la famille Rb, régulant l’état de la chromatine télomérique, 
présentent des télomères inhabituellement longs (Garcia-Cao et al., 2002) Ainsi, l’état de la 
chromatine  télomérique aurait une incidence sur la longueur des télomères.  
Par ailleurs, la dérégulation de la taille des télomères apparaît aussi dans les cellules déficientes 
pour plusieurs protéines de la réparation telles que DNApkcs, RAD54, RAD51D, PARP1, Ku, et 
leurs actions seront décrites plus largement dans la suite du manuscrit. 
 
2. Maintien de la stabilité des télomères 
 
La maintenance des télomères se définie par la régulation de la longueur des télomères mais aussi 
par la stabilité des extrémités chromosomiques. Cette protection  se définit en  plusieurs points. 
Elle se caractérise d’abord par l’acquisition d’une structure physique qui empêche toute 
dégradation ou événements inappropriés (fusions, recombinaison, ect…). 
a) Protection physique des télomères 
« T-loop » est une structure labile et dynamique mais le mécanisme moléculaire initiant cette 
boucle T demeure peu clair. Cette conformation permettrait d’expliquer de nombreuses propriétés 
des télomères et notamment la protection des telomeres. Plusieurs protéines agissent de concert 
pour former cette « cuirasse » protégeant les extrémités des chomosomes. 
TRF2 joue un rôle essentiel dans la protection des télomères. Ceci s’explique par le rôle qu’il 
occupe dans la mise en place de la boucle télomérique. Cette protéine a été décrite pour 
promouvoir  in vitro  la formation de la boucle T. En catalysant la réaction d’invasion du simple 
brin dans le duplex TTAGGG doubles brins,  TRF2 modifierait la topologie de l’ADN 
télomérique (enroulement, degré de compaction), stimulant  l’invasion de l’extension 3’ dans une 
région télomérique plus proximale (Amiard et al., 2007). De même, les différentes aptitudes de 
TRF1 vis-à-vis de la topologie de l’ADN suggèrent que TRF1 soit impliqué aussi dans la 
formation de la boucle T. Cependant, TRF1 ne semble pas impliqué directement dans la 
protection des télomères puisque l’inhibition de TRF1 ne conduit qu’à  très peu de fusions. En 
revanche, le rôle protecteur de TRF2 a été constaté dans les cellules de mammifères. 
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 L’expression d’un mutant dominant négatif TRF2 (∆B∆M),  dans des cellules humaines HTC75, 
induit  de multiples  fusions télomériques conduisant à la formation de « train de chromosomes » 
associé à un arrêt de la prolifération cellulaire (van Steensel et al., 1998). Ces fusions 
conservaient les séquences télomériques intactes au niveau des jonctions. Ceci suppose que les 
séquences télomériques ne soient pas suffisantes pour  protéger les extrémités des chromosomes. 
Ces observations ont été corroborées chez la souris après l’invalidation conditionnelle de TRF2  
qui conduit à une forte proportion de fusions (Celli and de Lange, 2005).  Ainsi, TRF2 joue un 
rôle essentiel dans la protection des télomères. L’inhibition d’Apollo potentialise les effets 
délétères  du dominant négatif TRF2 (∆B∆M) (fusions, TIFs, baisse de la prolifération) suggérant 
que Apollo est requis pour parachever la protection des télomères. 
 D’autres éléments du complexe Shelterin peuvent protéger l’extrémité des chromosomes. En 
effet, l’inhibition de hPOT1 (RNAi ou mutant de POT1) aboutit à la formation des fusions 
chromosomiques et de ponts anaphasiques indiquant que POT1 participe au maintien de 
l’intégrité des télomères (Veldman et al., 2004). Chez la souris, la délétion de POT1b favorise 
l’apparition de fusions télomériques  (Hockemeyer et al., 2006; Wu et al., 2006). La stabilisation 
de l’extension simple brin permettrait de conserver une structure T-Loop intacte dressant une 
barrière physique au niveau des extrémités chromosomiques. 
b) Maintien de l’extrémité 3’ simple brin.  
Le maintien de l’extrémité simple est crucial pour la fonction des télomères. La stabilité de cette 
extension conditionne tous les autres événements télomériques. Pour cette raison, plusieurs 
protéines ont pour mission de protéger cette extrémité contre d’éventuelles nucléases ou système 
de recombinaison. 
POT1, régulateur négatif de la taille des télomères et censeur des cassures télomériques, serait 
aussi impliqué dans l’homéostasie de l’extrémité 3’ simple brin. L’inhibition de POT1 dans les 
cellules BJ et BJ/hTERT provoque la perte partielle de l’extrémité simple brin suggérant que 
POT1 est indispensable à l’homéostasie de l’extension simple brin.  
En revanche, le rôle exercé par  POT1 dans l‘homéostasie  de l’extension 3’ diffère selon 
l’organisme étudié. En effet, chez la souris deux approches indépendantes ont démontré que la 
délétion de l’un des paralogues de POT1, POT1b, induit un allongement excessif de l’extrémité 
3’ télomérique suggérant que POT1b joue un rôle dans la résection du brin 5’ riche en C 
(Hockemeyer et al., 2006) (He et al., 2006; Wu et al., 2006). Ces données sont plus confuses 
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concernant l’autre paralogue de POT1, POT1a. En effet, selon les stratégies d’invalidation, la 
délétion POT1a  induit une élongation de l’extension simple brin (He et al., 2006; Wu et al., 
2006). Dans tout les cas, il apparaît que POT1 initierait la résection du brin 5’ riche en C.  
La contribution de POT1 dans la résection du brin 5’ a aussi été évoquée chez l’homme. En 
absence de POT1, les extrémités perdent le motif 3’ATC-5’ caractéristique de l’extension  
télomérique simple brin  chez l’homme  (Hockemeyer et al., 2005). Deux hypothèses sont alors 
avancées : la première suppose que POT1 recrute une nucléase dégradant spécifiquement le brin 
C, avec pour motif 3’-AATC^CC-5’. La perte de l’extension simple brin dans le mutant POT1 
serait alors la conséquence d’un défaut de résection du brin C après la réplication. La seconde 
hypothèse repose sur la protection des 3 derniers nucléotides par POT1. Dans ce cas la nucléase 
responsable de la résection du brin C n’a pas besoin d’être spécifique. Dans ces 2 cas de Figures, 
POT1 initierait la résection du brin C intervenant ainsi dans la réplication  des télomères humains 
(Hockemeyer et al., 2005) alors que chez la souris POT1 régulerait négative cette résection 
(Hockemeyer et al., 2006) (He et al., 2006; Wu et al., 2006). 
D’autres facteurs moins attendus contribueraient à la stabilité de l’extrémité 3’ télomérique 
simple brin. Parmi eux, on retrouve la protéine TRF2. L’expression du dominant négatif  de 
TRF2 conduit à une réduction du signal du brin G  de l’ordre de 50%  dans les cellules humaines 
(van Steensel et al., 1998). La dégradation de l’extrémité simple brin est dépendante de l’action 
de l’endonucléase ERCC1/XPF  puisque l’ADN télomérique simple brin (brin G) persiste après  
l’inhibition de ERCC1 dans un contexte dépourvue de TRF2 fonctionnelle (Zhu et al., 2003). 
Ainsi chez l’homme, POT1 et TRF2 contribue au maintien des extrémités 3’. 
Le maintien de l’extrémité 3’ est essentiel au métabolisme et à la fonction des télomères. Sa 
dégradation ou son allongement excessif sont autant de moyens pouvant initier la recombinaison  
télomérique (fusions, délétions ou allongement inapproprié). Sa protection se révèle être une des 
priorités dans le maintien des télomères. Le contrôle de la recombinaison aux télomères passe 
alors par une régulation de l’extrémité télomérique 3’. 
c) Répression des événements NHEJ aux télomères 
i. Fusions en absence télomérase 
Dans les cellules sénescentes, en absence de télomérase, la perte des répétitions télomériques 
réduit le pool de facteurs télomériques. Dans les cellules de mammifères, en absence de 
télomérase après plusieurs passages successifs, la cellule accumule les télomères courts, sources 
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d’une forte instabilité chromosomique caractérisée par de nombreuses fusions chromosomiques. 
Après avoir invalidé la télomérase, compte tenu de leurs tailles, plusieurs générations sont 
nécessaires avant d’obtenir des télomères suffisamment courts pour observer de nombreuses 
fusions chez la souris. Les souris mTERC-/- G6 (tardives) présentent de multiples translocations 
non réciproques induites après de nombreux cycles d’instabilité – pont-fusion-cassure (Gonzalez-
Suarez et al., 2000). Ces cycles sont initiés par des chromosomes dicentriques impliquant des 
télomères courts.  
La nature des fusions télomères courts-télomères courts est peu relatée. Au contraire de la levure, 
les fusions sont formées à la suite d’une sévère érosion des télomères sans pour autant faire 
intervenir des événements de type NHEJ. En effet les acteurs majeurs de cette voie, DNA-PKcs 
et LIGIV ne seraient pas impliqués dans la formation de fusions télomériques (Maser et al., 
2007). Leurs absences ne modifient pas la fréquence des chromosomes dicentriques dans ces 
cellules mTERC -/- indiquant qu’un processus de microhomologie dit de « NHEJ non 
conventionnel » serait à l’origine de ces fusions. La nature des fusions permettrait de distinguer 
les télomères courts des télomères déprotégés (Figure 10). Une analyse des jonctions de fusions 
impliquant de télomères courts ou déprotégés révèle une différence de comportement. Selon 
certaines prédictions, les télomères courts résulteraient des événements de microhomologie alors 
que les télomères déprotégées impliquerait davantage des événements de NHEJ (Capper et al., 
2007). 
 
Figure 10 : Schéma récapitulatif présentant les différents types de fusions  
La déprotection des télomères consécutive à une perte ou un endommagement des télomères mènerait à des fusions 
télomériques conservant les séquences télomériques. Les télomères érodés ou extrêmement courts peuvent aussi 
conduire à la formation de chromosomes dicentriques. Par contre ces fusions se distinguent des autres par l’absence 
de séquences télomériques au niveau de la jonction chromosomique.   
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ii. Fusions en absence des facteurs télomériques 
Ici encore, les fonctions de protection des télomères semblent êtres portées par les facteurs qui 
leurs sont propres. L’absence de certains facteurs télomériques initie des événements  NHEJ à 
l’origine de fusions télomériques.  
TRF2 joue un rôle crucial empêchant la fusion des télomères (van Steensel et al., 1998). 
L’utilisation d’un allèle dominant négatif de TRF2 déplace la protéine des télomères et provoque 
l’accumulation de fusions « télomère-télomère » caractérisées par des « ponts » anaphasiques 
visualisés par microscopie (Smogorzewska et al., 2002; van Steensel et al., 1998). Les fusions 
observées dans ces cellules sont produites par la voie NHEJ dépendante de la DNA LigaseIV 
(LIGIV) (Smogorzewska et al., 2002). Dans les cellules murines LIGIV-/- ou  Ku70-/-, les 
fusions télomériques sont abolies indiquant qu’elles requirent le NHEJ (Celli and de Lange, 
2005; Celli et al., 2006; Smogorzewska et al., 2002). Ces fusions ne nécessitent pas la perte des 
répétitions télomériques (Smogorzewska et al., 2002). Chez la souris, la délétion conditionnelle 
de TRF2 aboutit à la fusion massive des télomères par NHEJ (Celli and de Lange, 2005).  
Par analogie avec la levure, il a été démontré que hRap1 empêche la formation des fusions 
telomères-télomères dépendante du NHEJ via son interaction avec TRF2 (Bae and Baumann, 
2007). Le rôle de régulateur négatif du NHEJ de RAP1 est conservé au cours de l’évolution 
supposant que ce contrôle est essentiel à l’intégrité des télomères. 
 
iii. Mécanisme moléculaire du NHEJ aux télomères  
En absence de toute protection télomérique, les éléments du NHEJ vont prendre en charge  les 
télomères déprotégés pour former des fusions. Suite à la déprotection des télomères, deux types 
de fusions sont possibles, l’une se produisant en G1 et l’autre juste après la réplication en G2. La 
taille des extrémités télomériques 3’ simples brins est nettement plus importante que celle 
enregistrée chez la levure. Ainsi,  les fusions télomériques  formées en G1  requièrent des 
événements de NHEJ, qui nécessitent la dégradation de ces extrémités 3’(Smogorzewska et al., 
2002). L’invalidation de ERCC1 dans les MEFs  affecte  l’aptitude des télomères à fusionner 
après l’introduction de  TRF2 ∆B∆M (Zhu et al., 2003). De même, dans les tissus issus de 
patients XPF, l’extension persiste empêchant toute production  de fusions télomériques. Le NHEJ 
promeut ainsi le recrutement de ERCC1/XPF à des sites télomériques déprotégées (Zhu et al., 
2003).  
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Par ailleurs, l’inhibition de LIGIV dans des cellules déficientes pour TRF2 abolit l’apparition de 
fusions et les télomères conservent intacte leurs extrémités simples brins. Ces résultats suggèrent 
qu’en absence d’un NHEJ fonctionnel, ERCC1 est incapable de dégrader les extensions 
télomériques, étape essentielle  dans la mise en place des fusions télomériques. (Zhu et al., 2003). 
Ainsi, en absence de protection des télomères, ERCC1 serait recruté par un partenaire du  NHEJ  
pour finaliser les fusions (Figure 11). 
 
Figure 11: Fusions  par NHEJ des telomeres endommagés. 
Lorsque la protection des télomères est compromise, le NHEJ est responsable de la formation de fusions 
télomérique. ERCC1 est impliqué dans la dégradation de l’extension simple brin suggérant qu’ ERCC1 soit recruté 
par le complexe NHEJ. En absence de la machinerie de NHEJ la queue G rich persiste. Le modèle actuel propose 
que la boucle T limite ces événements de fusions. 
 
Les télomères déprotégées peuvent aussi fusionner après  la réplication. Certaines fusions post-
réplicatives sont caractérisées par des jonctions chromatiniennes impliquant le brin « directeur » 
(c'est-à-dire le brin riche en C) (Bailey et al., 2001; Jaco et al., 2003). Selon le modèle réplicatif, 
les molécules répliquées à partir du brin directeur posséderaient des extrémités télomériques 
franches, substrats privilégiés pour la machinerie NHEJ  particulièrement en absence de 
protection (TRF2, DNA-Pkcs) (Bailey et al., 2001; Jaco et al., 2003). Au contraire, les brins 
synthétisés par le brin « retardataire » possèdent une extrémité 3’ simple brin après la dégradation 
de l’amorce d’Okazaki suffisant pour prévenir l’émergence de fusions de type NHEJ. Ce scénario 
implique que les fusions se produisent dans une fenêtre de temps très restreinte entre la fin de la 
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synthèse des télomères et la résection du brin 5’ riche en C. Les fusions peuvent aussi avoir lieu 
entre un télomère dysfonctionnel et une cassure d’ADN génomique. 
d) Protection contre les événements inappropriés de recombinaison homologue 
i. Recombinaison homologue entre les séquences télomériques : Echanges de chromatides sœurs aux 
télomères 
 
Comme nous l’avons décrit précédemment, les séquences télomériques s’échangeaient 
régulièrement  dans les cellules ALT (Bailey et al., 2004a; Bechter et al., 2004a; Londono-
Vallejo et al., 2004). Les échanges des chromatides sœurs ont été décrit comme dépendant 
directement de la recombinaison homologue (Sonoda et al., 1999), les T-SCE (Telomere-SCE) 
seraient la conséquence d’une dérépression de la recombinaison télomérique dans des cellules 
ALT. La question relative à la régulation de la recombinaison télomérique  dans les cellules 
normales ou exprimant la télomérase demeurait sans réponse jusqu’à très récemment. Deux 
facteurs ont été décrits pour réprimer la recombinaison aux télomères : Ku70 et TRF2. L’absence 
de  TRF2 ou de Ku70 dans les cellules exprimant la télomérase n’avait aucun effet sur le taux des 
T-SCE. En revanche,  ces échanges étaient plus nombreux dans les souris invalidées pour ces 
deux protéines (Celli et al., 2006). La nature de cette répression demeure floue mais il semble  
que la boucle T limiterait l’invasion de l’extrémité dans une région télomérique double brin plus 
proximale. Le mécanisme par lequel  Ku70 réprime la recombinaison  télomérique n’est pas 
connu mais certains travaux suggèrent que Ku70 anhile l’action de  la recombinaison homologue 
lors de la réparation de cassures doubles brins  (Kooistra et al., 2004; Pierce et al., 2001). Ce 
model pourrait donc être aussi transposé aux mécanismes de répression de la recombinaison 
télomérique par Ku.  
 
Un autre membre du Shelterin s’avère aussi tout aussi précieux dans le contrôle de la 
recombinaison télomérique : POT1. A l’image de TRF2 et de Ku, POT1 réprimerait la 
recombinaison télomérique. La délétion de POT1b stimule les échanges  réciproques aux 
télomères suggérant que la répression de la recombinaison  résulte de la protection de l’extrémité 
3’ simple brin par  POT1b (He et al., 2006). 
 Par ailleurs, les défauts de POT1b provoquent une augmentation de la taille de l’extension 3’ 
jugée recombinogène (He et al., 2006; Hockemeyer et al., 2006; Wu et al., 2006).  Ainsi, la 
régulation de la taille de l’extension simple brin pourrait être liée au contrôle de la recombinaison 
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aux télomères. La recombinaison homologue nécessite des extrémités simples brins conséquentes 
(100nt chez la levure) pour former un nucléofilament RAD51 et accomplir efficacement une 
réaction d’échanges de brins (cf partie RH). Par analogie, des extensions 3’ télomériques 
suffisamment longues seraient nécessaires à l’initiation de la recombinaison homologue.  
ii. Délétion  de la boucle T basée sur la recombinaison. 
La boucle T présente quelques similitudes  avec les structures formées durant le processus de 
recombinaison. A l’image d’une cassure double brin, l’extension télomérique 3’ envahit une 
séquence télomérique double brin en position proximale pour former une jonction de type 
Holliday. La résolution de cette jonction conduit à la délétion de l’ADN télomérique en position  
distale du point d’envahissement du brin.  
Comme nous l’avons vu ci-dessus, Ku, POT1 et TRF2 constituent les principaux candidats à la 
répression de ces événements de recombinaison télomérique. Une grande partie des données 
relative à la répression de la recombinaison télomérique provient d’observations consécutives à  
l’expression d’un mutant de  TRF2 TRF2∆B (Wang et al., 2004). Ce mutant, déleté pour le 
domaine N-terminal, conserve son interaction avec RAP1 et TIN2, continue de réprimer le NHEJ 
et n’affecte pas la stabilité de l’extension 3’ simple brin. Toutefois de larges segments 
télomériques sont rapidement observés par FISH et par une analyse bidimensionnelle (2D gel). 
Ce phénotype peut être aboli en absence  de NBS1 ou de XRCC3, paralogue de RAD51 doté 
d’une activité résolvase. Cette délétion génère des cercles d’ADN télomériques extra 
chromosomiques  de taille comparable à celle d’une boucle T.  
Dans le même temps, l’inhibition de POT1b conduit aussi à la formation de ces larges fragments 
circulaires confirmant que POT1b réprime la recombinaison aux télomères (He et al., 2006).  
Le modèle proposé s’inspire largement de ce qui a été décrit chez la levure sous le terme de 
« Telomere Rapide Deletion » (TRD) (Avilion et al., 1996; Bucholc et al., 2001; Lustig, 2003) 
que nous avons évoqué précédemment .  
iii. Recombinaison à des sites interstitiels 
Chez l’homme, les séquences télomériques sont largement confinées aux extrémités des 
chromosomes mais chez d’autres mammifères notamment les rongeurs, des séquences 
télomériques sont retrouvées à des sites péricentriques. La recombinaison entre les séquences 
télomériques  interstitielles (ITS)  et les télomères mène à des remaniements chromosomiques 
majeures comprenant des inversions, des délétions voire des translocations. A l’image des autres 
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mécanismes décrits plus haut, ces événements de recombinaison sont réprimés au sein des 
régions télomériques.  
Les chromosomes doubles minutes observés dans les cellules ERCC1-/-  résulteraient  
d’événements de recombinaison entre les télomères et les séquences ITS plus proximales (Zhu et 
al., 2003)  sur le même chromosome (Figure 12). Selon le modèle proposé, l’endonucléase 
ERCC1/XPF va cliver un intermédiaire de la recombinaison pour restaurer la  boucle T. En 
absence de ERCC1, la recombinaison génère en fonction de l’orientation des séquences 
TTAGGG interstitielles une inversion ou un chromosome double minute. Malgré leur faible 
nombre, certaines séquences ITS s’étendent sur plusieurs centaines de bases dans des régions 
subtélomériques humaines. Il se peut ainsi que ces ITS résultent d’une recombinaison 
interstitielle expliquant ainsi leur étendue (Mondello et al., 2000).  
 
Figure 12: Mécanisme de  recombinaison  aux télomères dans une cellule exprimant la télomérase   
Gauche : Mécanisme de répression de la délétion de la boucle T, Le domaine basique de TRF2 empêcherait 
l’invasion de brin  au niveau de la jonction d’Hollyday (D’après Wang 2004).  
Droite : Modèle pour la formation de télomères doubles minutes via une recombinaison avec les télomères 
interstitiels (D’après Zhu 2003) 
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iv. Chromatine et contrôle de la recombinaison aux télomères 
Le contrôle de la recombinaison télomérique s’articule sur la restriction de l’accès de la 
machinerie de recombinaisons aux extrémités des chromosomes. Les modifications structurelles 
(chromatine) ou physiques (boucle T) constituent autant d’éléments susceptibles de moduler la 
recombinaison aux télomères. A l’instar du contrôle de la boucle T, le remodelage de la 
chromatine constitue une alternative pour la répression de la recombinaison aux télomères. Dans 
ce cas, l’accès des télomères peut être régulé  par des modifications de la structure de la 
chromatine télomérique (méthylation des histones de l’ADN subtélomérique et télomérique, 
altérations des marqueurs de l’hétérochromatine). Il est possible que les altérations de la 
chromatine télomérique facilitent l’avènement de la recombinaison aux télomères. Chez S. 
Cerevisae, l’inactivation de Hhop1, un connecteur d’histones, augmente la proportion de levures 
tlc1 survivantes, connues pour maintenir leur télomères par le biais de la recombinaison (Downs 
et al., 2003)  
Chez la souris, l’inhibition de suv39h1 et suv39h2  induit une élongation anormale de la taille des 
télomères comparés aux sauvages (Garcia-Cao et al., 2004). La perte de facteurs de 
l’hétérochromatine faciliterait l’accès de la machinerie de recombinaison aux régions 
télomériques. De plus, la déméthylation des télomères stimule les échanges télomériques et 
accroît la  taille des télomères. En effet, les T-SCE sont beaucoup plus fréquents dans les cellules 
déficientes pour la DNA Methyltransfèrase (DNMT1)  (Gonzalo et al., 2006).  
Suv4-h20, appartenant à la famille des  HMTases, gouverne la méthylation des lysines H4k20. 
L’absence de Suv4-h20 se traduit par une élongation des télomères ainsi qu’ une augmentation de 
la recombinaison télomérique (Benetti et al., 2007b). Toutes ces données suggèrent que le 
remodelage de la chromatine en particulier par la méthylation des histones peut moduler la 
recombinaison dans les régions télomériques. 
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Chapitre III. Mécanismes de réparation 
 
Les travaux de Muller et McClintock ont mis en évidence une différence de comportement entre  
les télomères et le reste du chromosome face à l’irradiation. En fait, le télomère constitue une 
protection qui permet de distinguer les extrémités naturelles des chromosomes des cassures 
induites. Toutefois, aux vues de leurs compositions, les télomères constituent aussi une cible 
privilégiée pour diverses agressions (endogènes, chimiques ou radiations ionisantes). Ces 
atteintes peuvent moduler la durée de vie en régulant notamment la taille des télomères. Toutes 
ses données soulèvent la question du particularisme  des télomères face à la réponse cellulaire 
aux lésions de l’ADN. En effet,  est ce que les télomères sont réparés conformément au reste du 
génome ? Comment la présence de ces différents facteurs de signalisation et de la réparation des 
dommages à l’ADN (ATM, MRN, Ku…) aux télomères s’explique t- elle : par la réparation des 
télomères ou bien  par une participation  au maintien des télomères ? Cette partie vise ainsi à 
détailler les relations qu’il existe entre les télomères et les mécanismes de réparation 
I. Différents systèmes de réparations des dommages de l’ADN 
 
Une fois la signalisation des dommages radioinduits mise en place, une partie de la réponse 
cellulaire aux dommages consiste à activer les systèmes de réparation des lésions de l’ADN. La 
signalisation et la réparation des dommages sont par ailleurs deux phénomènes très liés. Pour 
réparer les cassures induites, la cellule dispose de plusieurs mécanismes de réparation qui sont 
spécifiques des dommages. Ces systèmes sont très importants et leur dysfonctionnement  entraîne 
un syndrome souvent caractérisé par une instabilité génétique et une prédisposition au cancer. 
Quatre voies de réparation de l’ADN corrigent principalement ces dommages : la réparation par 
excision de nucléotide (NER pour Nucléotide Excision Repair), la réparation par excision de base 
(BER pour Base Excision Repair), la réparation des mésappariements (MMR pour MisMatch 
Repair) et enfin la réparation des cassures doubles brins qui comprend la recombinaison 
homologue (RH pour Homologous Recombination) et la recombinaison non homologue (NHEJ 
pour Non Homologous End Joining) 
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II. Les cassures double brins de l’ADN : production, signalisation et réparation 
 
1. Nature des CDBs 
Beaucoup de lésions sont induites par le métabolisme cellulaire ou par des conditions 
environnementales. Plusieurs types de dommages sont recensés parmi les plus fréquents, on 
retrouve les dommages de bases, les cassures simple brins, les pontages de l’ADN ou  les 
cassures double brins. Ces dernières peuvent être générées, à une faible fréquence, par le 
métabolisme ou suite à la réplication à proximité d’une cassure simple brin. Les cassures doubles 
brins de l’ADN sont les plus toxiques pour la cellule. Mal réparées ou non réparées, ces lésions 
peuvent entraîner la mort de la cellule par apoptose (Rich et al., 2000). Alternativement, une 
cassure peut engendrer des réarrangements chromosomiques, sources d’instabilité génomique 
(Richardson and Jasin, 2000). 
 
2. Voies activées par les CDB 
Suite à l’induction de cassures, la cellule détecte et signale les cassures double brins en mettant 
un jeu plusieurs mécanismes. Ces mécanismes font intervenir des protéines de détection des 
dommages (complexe MRE11/RAD50/NBS1, Ku), des protéines de transduction (kinases ATM, 
ATR et DNA-PKcs) et des protéines effectrices (protéines de la réparation, du contrôle du cycle 
cellulaire ou de l’apoptose) (O'Driscoll and Jeggo, 2006); (Valerie and Povirk, 2003) (Figure 13). 
Ces voies de signalisations coordonnent la réponse cellulaire consécutive à l’irradiation qui 
regroupe les points de contrôle du cycle cellulaire, l’apoptose et la réparation par NHEJ ou RH 
dans un réseau complexe. Certaines mutations de ces protéines sont à l’origine de plusieurs 
pathologies humaines.  
Les cassures doubles brins sont réparées par deux mécanismes distincts : (i) la recombinaison 
homologue (RH) qui nécessite l’utilisation d’une molécule d’ADN homologue à la molécule 
lésée (ii) la ligature des extrémités de la cassure n’utilisant pas ou peu d’homologie de séquences 
(NHEJ). 
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Figure 13 : Signalisation des dommages de l’ADN 
L’induction d’une cassure double brin induit respectivement la reconnaissance de cassures radioinduites par ATM 
(CBD radionduite), ou par ATR (pour le blocage au niveau d’une fourche de réplication). Ces deux kinases vont 
ensuite phosphoryler les protéines effectrices de la réponse cellulaire intervenant dans les différents modèles (Arrêt 
du cycle, apoptose ou réparation) (D’après Boucher D. communication personnelle). 
 
III. Réparation des  cassures double brins (CDBs)  par NHEJ 
 
1. Description du NHEJ : Mécanismes moléculaires de la recombinaison non 
homologue : 
A l’heure actuelle, il est admis que la voie par religation  non homologue (Non Homologous End 
Joining « NHEJ ») est prépondérante dans les cellules de mammifères. Le NHEJ est  opérationnel 
dans toutes les phases du cycle cellulaire et il pourrait s’agir d’un mécanisme de réparation 
immédiat dans les cellules humaines (Rothkamm et al., 2003)  (Kim et al., 2005).   
Un modèle simplifié, actuellement admis, présente les premières étapes du NHEJ comme 
suit (Figure 14): l’hétérodimère  Ku70/80  fixe les extrémités d’ADN double brin au niveau de la 
cassure, puis DNA-pkcs est recrutée et interagit avec l’ADN fixé à Ku pour former le complexe 
DNA-PK. Deux protéines DNA-PKcs, de part et d’autre de la cassure, en association avec Ku, 
assurent le maintien des extrémités dans une configuration permettant  la maturation puis la 
ligation des extrémités d’ADN. Une fois activée, DNA-PKcs phosphoryle XRCC4 stimulant 
l’activité de ligation de XRCC4/Ligase IV(Leber et al., 1998). Le complexe XRCC4/LigaseIV 
associé à la protéine XLF assure l’alignement des deux extrémités d’ADN indispensable à la 
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poursuite de la réaction. Les extrémités sont susceptibles d’être modifiées quelques peu 
(remplissage par des polymérases des extrémités) pour poursuivre les étapes de ligation. Dans le 
cas où des cassures complexes sont générées  (traitement aux rayonnements ionisants, agent 
génotoxiques),  les CDBs peuvent adopter une conformation stable  et non digérable par les 
enzymes de dégradation dites en épingles à cheveux (Pannicke et al., 2004). Après le recrutement 
du complexe DNA-PK aux sites de cassures, ces structures sont prises en charge par une 
exonucléase (Lobrich and Jeggo, 2005), Artémis, qui facilite l’ouverture de ces structures en 
épingles nécessaires à une réaction efficace de ligation (Jeggo and O'Neill, 2002)  
2. Les voies alternatives du NHEJ  
In vivo, l’analyse par électrophorèse en champ pulsé  a montré l’existence de deux composantes 
de réparation des CDBs : (i) une composante rapide (30 min) majoritaire en présence de DNA-
PKcs et (ii) une composante lente (12 h) qui permet de prendre en charge une proportion 
similaire de DSB en l’absence de DNA-PKcs (DiBiase et al., 2000). On parle ainsi de  deux 
composantes distinctes D-NHEJ (DNA-PK-dependent-NHEJ) et B-NHEJ (Backup-NHEJ) 
(Wang et al., 2003). Parmi les acteurs potentiels de cette voie alternative, le complexe 
LigIII/XRCC1  pourrait assurer la ligature de CDBs persistantes (Wang et al., 2005), (Audebert 
et al., 2004).  
 
Figure 14:Description des mécanismes de  la réparation des cassures doubles brins  
 (Gauche) Réparation par NHEJ, (droite) Réparation par recombinaison  homologue 
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IV. Réparation de CDBs par la Recombinaison homologue : 
 
Les cellules de  mammifères ont recours moins  fréquemment à la recombinaison homologue 
(RH) pour réparer les cassures doubles brins. Cette voie est davantage utilisée pour la réparation 
des cassures formées en S/G2. La RH nécessite l’appariement d’un fragment d’ADN avec une 
séquence homologue servant de matrice à la synthèse réparatrice.  
 
3. Les différents modèles de recombinaison homologue 
Deux grands mécanismes de recombinaison homologue sont décrits: la conversion génique (CG) 
et le BIR (Break-Induced Replication). Dans certains cas, une CDB peut être réparée par un 
troisième mécanisme, Le SSA (Single-Strand Annealing) qui peut s’apparenter à la RH. Dans 
cette première partie, nous détaillerons les modèles qui rendent compte de ces différents 
processus.  
a) Conversion génique 
La conversion génique est définie comme un échange d’information génétique non réciproque 
entre une séquence d’ADN receveuse et une séquence homologue donneuse. D’une façon 
générale, elle résulte du remplacement d’une portion d’ADN lésé sur une chromatide  par une 
portion d’ADN portée par une chromatide du chromosome homologue. Le modèle de conversion 
génique peut parfaitement expliquer les événements de recombinaison observés en mitose. Deux 
modèles non exclusifs peuvent rendre compte de la conversion génique: le modèle de réparation 
des cassures double brin de Szostak et le modèle de Synthesis-Dependent Strand Annealing 
(SDSA) (Figure 15). 
b) BIR 
Un modèle de  recombinaison associé à la présence d’une fourche de réplication a été proposé. 
Ce modèle permet d’expliquer des longs événements de conversion génique impliquant tous les 
marqueurs d’un même bras  de chromosomes. On parle de  réplication induite par une cassure ou 
BIR « Break Induced replication ». Le BIR est un mécanisme de recombinaison qui peut se 
substituer dans certains cas à la conversion génique (Figure 16) (Malkova et al., 1996). Ce 
modèle décrit chez la levure n’a pas encore été observé dans les cellules de mammifères. 
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Figure 15: Mécanismes de conversion génique 
(Gauche) Modèle de Slozak : Les extrémités 5’ de la cassure sont ensuite dégradées, ce qui libère des ADN simple 
brin. Après recherche d’homologie, l’un des ADN simple chaîne envahit le duplex homologue, créant une structure 
en D-loop. L’extrémité 3’OH envahissante est alors capable d’initier la synthèse réparatrice. La synthèse entraîne la 
migration de la D-loop, qui peut s’apparier avec la seconde extrémité simple brin de la cassure. Cette seconde 
extémité 3’-OH est alors capable d’initier une seconde synthèse La capture des extrémités peut ensuite entraîner la 
formation d’une double Jonction Holliday. Si les deux jonctions sont coupées et liées symétriquement, alors la 
résolution n’est pas associée à un CO. Au contraire si double Jonction Holliday est coupée de façon asymétrique, 
alors la résolution est associée à un CO.  
(Droite) La voie de « Synthesis-Dependent Strand-Annealing » (SDSA) permet la réparation de la CDB en 
déplaçant le brin envahissant en dehors du duplex et son appariement au brin 3’ libre de l’autre extrémité de la CDB. 
Des étapes de synthèse d’ADN et de clivage des séquences non appariées peuvent être nécessaires. Cette voie de 
recombinaison n’implique pas d’échange réciproque de séquences d’ADN entre le substrat contenant la CDB et la 
matrice contenant la séquence homologue  
 
c) SSA 
Lorsqu’une cassure survient entre deux séquences répétées en orientation directe, le mécanisme 
de dégradation, hybridation aussi appelée SSA (single strand annealing) peut conduire à une 
réparation efficace. Le mécanisme de dégradation-hybridation n’implique pas de recherche 
d’homologie active entre un ADN simple brin et un duplexe homologue, mais une hybridation de 
séquences  complémentaires (Figure 16).  
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Figure 16 : Modèles de réparation des cassures doubles brins par RH 
(Gauche) Mécanisme de Break Induced Repaired « BIR », (Droite) Mécanisme de Single Strand Annealing « SSA » 
Ce mécanisme requiert l’action des protéines Rad52  et ERCC1/XPF pour repectivement assurer l’hybridation des 
séquences complémentaires et l’élimination des séquences non appariées  
 
4. Mécanismes moléculaires de la recombinaison homologue 
Les cassures doubles brins ou simples brins peuvent être générés par le métabolisme cellulaire ou 
par des agents génotoxiques. Les cassures doubles chaînes sont prises en charge  par le complexe 
MRE11/RAD50/NBS qui agit en tant qu’effecteur de la recombinaison réalisant la résection des 
extrémités des cassures doubles brins à l’aide de son activité. Les cassures sont ensuite maturées 
afin de générer les extrémités d’ADN simple brin  qui initient les événements  de recombinaison 
(Figure 14). 
 Les protéines Rad52 et RPA se fixent sur les extrémités pour faciliter le recrutement de la 
protéine RAD51 en éliminant les structures secondaires de l’ADN (Baumann and West, 1997; 
Golub et al., 1998; Kurumizaka et al., 1999).  Une extrémité 3’ de la molécule lésée envahit la 
molécule duplexe homologue et s’apparie au brin matrice. La protéine RAD51 peut alors se fixer 
sur les extrémités d’ADN simples brins ainsi générés.  
Par la suite le processus synaptique se met en place. Elle se déroule en plusieurs étapes : (i) 
recherche d’homologie  entre l’ADN simple brin et le duplexe (ii) l’appariement entre l’extrémité 
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simple brin envahissante et le duplexe de l’ADN (iii) l’échange de brins qui initie la formation de 
l’hétéroduplexe. 
Sous le contrôle de BRCA1 et BRCA2, RAD51 recherche la séquence correspondante sur le 
chromosome homologue pour ensuite envahir l’autre brin. Cette invasion de brins est facilitée par 
la protéine Rad54(Golub et al., 1997; Mazina and Mazin, 2004). En effet, cette protéine forme 
des enroulements négatifs au niveau du duplex qui facilite l’accès et l’invasion de brins.  
Pour aboutir à un échange de brins complet, l’ hétéroduplexe formé est étendu. L’extension de 
l’hétéroduplexe peut se faire de 2 façons. Soit la protéine RAD51 continue l’échange de brins 
avec une polarité  5’ vers 3’ par rapport au brin déplacé : l’échange de brins est donc 
unidirectionnel. Soit l’extension de l’hétéroduplexe est assurée par la migration de la jonction 
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Chapitre IV. Télomères et réparation 
I. Interaction  Télomères et protéines de la réparation  
 
En plus des protéines télomériques, les protéines de la réparation et de la signalisation des 
cassures doubles brins sont aussi présentes au niveau  des télomères. Une vue simpliste 
supposerait que leurs présences pourraient compromettre la conciliation établie ente la 
machinerie de réparation et les extrémités des chromosomes. Aux vues des données actuelles, ces 
protéines sont au contraire essentielles à la mise en place de télomères fonctionnels. Il est 
surprenant de voir que les protéines impliquées dans la signalisation et la réponse aux télomères 
endommagés préservent aussi l’intégrité des télomères. Comment des fonctions apparemment 
opposés peuvent marcher de concert ? Comment les facteurs de la réparation peuvent différencier 
les télomères intacts de ceux endommagés ? Cette partie vise à décrire les faits étayant 
l’interconnexion entre la biologie des télomères et la réparation de l’ADN. Nous résumerons ainsi 
les données relatives à l’implication de la machinerie de réparation dans la maintenance des 
télomères et nous décrirons comment certains partenaires peuvent coopter pour une réponse 
adaptative face au dysfonctionnement télomérique.  
 
1. Télomères et signalisation des cassures doubles brins 
a) ATM et les télomères 
ATM joue un rôle primordial dans la signalisation des cassures doubles brins, mais peut aussi 
garantir le maintien de l’intégrité télomérique. Sa fonction dans le métabolisme des télomères  se 
décline en plusieurs volets : le contrôle de la taille des télomères, la protection des télomères, son 
implication dans la signalisation des télomères endommagés, et dans la réplication des télomères.  
 
i. Contrôle de la taille des télomères 
Les patients AT (syndrome d’Ataxie telangiectasia), pour lesquels la protéine ATM est altérée, 
présentent des télomères plus courts que les sujets sains du même age (Cabuy et al., 2005; 
Metcalfe et al., 1996; Pandita et al., 1995). De plus, l’expression d’un dominant négatif d’ATM 
induit un raccourcissement prématuré de la taille des télomères, attribué à la perte des séquences 
lors de la dissociation des chromosomes dicentriques au cours des divisions cellulaires (Smilenov 
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et al., 1997). D’autres hypothèses sont avancées pour expliquer la réduction de la taille dans les 
cellules AT. De concert avec le complexe MRN, ATM modifierait l’association de TRF1 avec 
l’ADN télomérique au profit d’une élongation des télomères via la télomérase dans les cellules 
humaines (Zhong et al., 2007). Toutefois ces travaux vont à l’encontre des précédentes études 
réalisées chez la souris. En effet, il a été démontré que la protéine ATM n’est pas requise pour 
l’élongation des télomères courts par la télomérase. Ainsi, le recrutement de la télomérase 
diffèrerait selon l’organisme étudié (en l’occurrence souris versus levure et homme) (Feldser et 
al., 2006) (Chang et al., 2007; Hector et al., 2007). Le rôle d’ATM dans la régulation de la taille 
n’est pas évident et nécessite encore quelques éclaircissements.  
ii. Rôle dans la protection 
A la différence des cassures, les télomères se distinguent par leur structure particulière. En 
absence d’ATM, des associations télomériques sont fréquemment relevées dans les cellules 
issues de patients AT. De plus, une analyse  PCC (premature condensation of chromosomes) a 
permis  de visualiser des chromosomes dicentriques en G1 et G2 dans les cellules exprimant une 
protéine ATM tronquée (Smilenov et al., 1997) suggérant que les fusions observées soient la 
conséquence directe de la dérégulation d’ATM aux télomères. Ces fusions persistent après 
l’expression de la télomérase malgré l’élongation des télomères (Wood et al., 2001). Ainsi, les 
fusions observées ne sont pas la conséquence d’un raccourcissement télomérique  mais bien 
d’une altération de la protection des télomères.  
A d’autres égards, ATM participe à la protection des télomères. Il a été proposé qu’à la fin de la 
réplication, les télomères, sous forme déprotégés, activeraient la réponse aux dommages par le 
biais d’ ATM (Verdun et al., 2005). Après la réplication, son recrutement en phase G2 serait 
nécessaire à la reconstitution d’une structure fonctionnelle des télomères (Verdun et al., 2005).  
iii. Rôle dans la réponse aux dommages  
Lorsque les télomères sont trop courts où déprotégés, l’activation d’ATM mène à la sénescence 
ou à la mort cellulaire. En effet, la perte de TRF2 génère une déprotection massive des télomères, 
à l’origine d’un signal apoptotique relayé par ATM (Karlseder et al., 1999; Smogorzewska and 
de Lange, 2002). L’activation d’ATM permet d’initier la réponse de dommages à l’ADN en 
recrutant des facteurs de la réparation aux sites télomériques  formant des structures nommées 
TIFs (Telomeres dysfunction Induced Focis). Ainsi, l’inhibition d’ATM  par la caféine diminue 
la quantité de foyers TIFs induits (Takai et al., 2003). Après l’activation d’ATM, les réponses 
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cellulaires induites sont inhérentes au type cellulaire. Pour les fibroblastes, l’altération des 
télomères favorise l’émergence de cellules sénescentes alors que l’apoptose est prédominante 
dans les lymphocytes ou cellules épithéliales (Karlseder et al., 1999).    
Dans  des conditions physiologiques, la forme active d’ATM est réprimée aux télomères. Cette 
répression semble être orchestrée par TRF2 qui interagit avec ATM aussi bien in vitro  qu’in vivo  
(Karlseder et al., 2004). La surexpression de TRF2 inhibe l’autophosphorylation d’ATM en 
position S1981 et abolit par la même occasion sa fonction de contrôle du cycle cellulaire. Cette 
action a pour but de limiter la réponse aux lésions de l’ADN mais reste restreinte aux télomères 
compte tenu de l’abondance de  TRF2 (Denchi and de Lange, 2007; Karlseder et al., 2004).  
iv. Autres fonctions  
Enfin, ATM joue aussi un rôle dans la structure de la chromatine  télomérique. C’est ainsi que  
les cellules AT  présente une sensibilité exacerbée à la MNase et un attachement des télomères à 
la matrice très conséquent (80% au lieu de 50 % dans les cellules contrôle) (Smilenov et al., 
1997).  
b) ATR et les télomères 
ATR est un élément essentiel de la réparation de cassures UV induites. Son activation est 
consécutive à la formation d’une cassure simple brin. Très peu de données permettent de d’établir 
le rôle exact d’ATR dans la maintenance des télomères. En effet, aucune étude n’a mis en 
évidence un éventuel  rôle d’ATR dans la régulation de la taille  des télomères ou bien leurs 
protections. La majeure partie des faits publiés aborde sa participation dans la signalisation des 
dommages. En absence d’ATM, ATR peut activer la réponse de dommages  suite à l’érosion ou à 
la déprotection des télomères (Herbig et al., 2004) A l’instar d’ATM, son inhibition abolit la 
formation des foci TIFs confirmant son rôle dans la signalisation des dommages télomériques. 
Par la suite,  des travaux ont démontré que les dommages signalés par ATM diffèrent de ceux 
detectés par ATR (Denchi and de Lange, 2007). En effet, pendant que TRF2 réprime l’activation 
de ATM, ATR est inhibé par POT1. Ainsi, POT1 agirait en compétition avec RPA  pour se fixer 
sur l’extension télomérique 3’ empêchant ainsi l’activation d’ATR. 
c)  Le Complexe MRN  
 
Le complexe MRN est recruté aux télomères via son association avec les protéines télomériques 
TRF1 et TRF2 chez les mammifères. Des analyses d’immunofluorescence ou 
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d’immunoprecipitation de chromatine démontrent que RAD50 et MRE11 sont associés aux 
télomères tout le long du cycle cellulaire alors que NBS1 est recruté transitoirement aux 
télomères pendant la phase S. En revanche chez la levure, l’ensemble du complexe est recruté 
transitoirement en phase S (Zhu et al., 2000). MRN est impliqué dans le métabolisme des 
télomères à plusieurs égards.  
i. Contrôle de la taille  
Ce complexe est essentiel à la viabilité cellulaire et à la stabilité du génome ce qui  empêche toute 
manipulation ou invalidation de l’expression de ces gènes dans les cellules humaines 
compliquant l’analyse de sa fonction  au sein des télomères. Cependant certaines pathologies 
présentent des mutations hypomorphiques des gènes codant pour le complexe MRN.  
Bien qu’aucune données cliniques concernant un vieillissement prématuré n’aient été constatées, 
les cellules lymphocytaires de patients NBS présentent une taille de télomères réduite 
(Ranganathan et al., 2001). De même, les télomères raccourcissent prématurément  lorsque les 
cellules fibroblastiques primaires issues de ces patients sont mises en culture. La réduction des 
télomères atteint un rythme de 200-240pb perdus /division cellulaire, comparable à celui observé 
dans des cellules AT (Cabuy et al., 2005).  
De récents travaux  précisent le rôle du  complexe MRN dans la régulation de la taille  des 
télomères. En effet, la surexpression de RAD50 aux télomères favorise une élongation des 
télomères. Son action serait concomitante avec la phosphorylation de TRF1 par ATM qui modifie 
son affinité avec les séquences télomériques (Wu et al., 2007). Il a été donc proposé que lors du 
recrutement de NBS1 aux télomères pendant la phase S, le complexe MRN facilite la 
phosphorylation de TRF1 par ATM. Sous forme phosphorylée, TRF1 ne s’associe plus à l’ADN 
télomérique facilitant l’accès de la télomérase aux télomères pendant la phase S. Ainsi, le 
complexe MRN constituerait un élément clef de l’élongation orchestrée par la télomèrase (Wu et 
al., 2007).  
Le lien entre le complexe MRN et l’action de la télomérase a déjà été évoqué. En effet, la 
restauration de la taille des télomères dans les cellules NBS nécessita la cooexpression de la 
télomérase et de NBS1. A la vue de son implication dans la formation d’une extension 3’ 
télomérique, ces données laissent entendre que NBS1 soit nécessaire à une action efficace de la 
télomérase (Ranganathan et al., 2001). Toutefois, aucune réduction de la taille de l’extrémité 
télomérique 3’ n’a été observée dans les cellules NBS. Cette hypothèse est pourtant étayée par 
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une autre étude qui met en évidence la contribution du complexe MRN dans le maintien de 
l’extrémité télomérique 3’ simple brin. L’inhibition  transitoire du complexe MRN réduit la taille 
de l’extension 3’ exclusivement dans des cellules humaines exprimant la télomérase. Le 
complexe MRN serait impliqué dans l’établissement de l’extrémité 3’ facilitant ainsi le 
recrutement de la télomérase. Dans ce cas, le complexe assurerait la résection  du brin 5’ riche en 
C afin d’amorcer l’action de la télomérase (Chai et al., 2006). 
ii. Role de protection  
La protection des télomères dans les cellules NBS1 mutées semble être compromise. Des fusions 
chromosomiques sont observées fréquemment dans ces cellules.  
En plus de ces fusions, l’inhibition de NBS1 par RNA interférence occasionne des associations 
télomériques  dans les cellules lymphoblastiques humaines (Zhang et al., 2005). Selon Zhang et 
ses collaborateurs, les associations télomériques résulteraient d’événements de recombinaison 
entre les chromatides sœurs. Ce phénotype d’instabilité télomérique a été observé dans d‘autres 
circonstances dans les cellules humaines. L’expression  d’une forme mutante NBS1S278A/S343A , 
non phosphorylable par ATM, mène à la perte des télomères sans pour autant modifier la quantité 
d’ADN télomérique dans la cellule indiquant que ces pertes résultent d’une anomalie de 
protection et non d’une dérégulation de la longueur des télomères (Bai and Murnane, 2003). 
Ainsi, la phosphorylation de NBS1 par ATM aux télomères serait indispensable à sa fonction 
dans la maintenance des télomères.  
L’instabilité télomérique peut aussi se manifester par une plus grande accessibilité des télomères. 
Pendant la  phase G2, la dégradation de la protéine MRE11 (adenovirus /shRNA) facilite la 
modification des télomères par la terminale transférase (TdT),  indiquant que ce complexe 
limiterait  l’action d’enzymes non spécifiques des extrémités chromosomiques (Verdun et al., 
2005). De plus, la présence de MRE11 et des formes phosphorylées de NBS1 et ATM laisse 
penser que  le télomère est accessible à la machinerie de réparation pendant la phase G2. Cette 
détection est jugée essentielle quant à la mise en place d’une protection efficace des  télomères. 
Par ailleurs, lors de la déstabilisation ou l’érosion  des télomères, le complexe MRN, plus 
particulièrement MRE11 est recruté aux sites télomériques indépendamment de son interaction 
avec ATM ou d’autres PI3K (Takai et al., 2003). 
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iii. Rôle dans la réplication 
Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine dans les cellules humaines synchronisées 
ont permis de détecter les formes phosphorylées MRE11 et NBS1 en fin de phase S persistants 
jusqu’en début de mitose. Selon le modèle proposé par Karlseder de ses collaborateurs, avec 
ATM, le complexe MRN serait recruté après le passage de la fourche de réplication en fin de 
phase S/début G2 (Verdun et al., 2005; Verdun and Karlseder, 2006) 
Aux vues des précédents résultats exposés, le complexe MRN jouerait un rôle dans la dynamique 
de l’extrémité simple brin. Compte tenu de son activité exonucléasique, il apparaît comme un 
candidat potentiel pour la réssection du brin 5’ riche en C nécessaire à la genèse d’une extension 
télomérique  3’ après la synthèse des chromosomes (Verdun and Karlseder, 2006) mais une telle 
activité n’a pas encore été avérée pour les séquences télomériques. 
d)  Complexe 9.1.1 
L’arrêt de la progression de la fourche de réplication ou l’accumulation de lésions simples brins 
est prise en charge par la voie AKT/Chk1. Après la fixation de RPA sur les lésions simples brins,  
la protéine ATR est activée pour recruter par la suite le complexe Rad9/Rad1/Hus1 appelé 9.1.1. 
Ce complexe est aussi bien impliqué dans la signalisation de cassures simples brins que dans le 
métabolisme de l’ADN. Il participe directement à divers mécanismes de la réparation (BER, 
TLS, RH).  
Sous forme de clamp (structure comparable à celle de la protéine RPA), le complexe 9.1.1 est 
impliqué dans la maintenance des télomères chez des mammifères. Ce complexe est associé à 
l’ADN télomérique dans les cellules humaines et murines (Francia et al., 2006). Dans les cellules 
normales ou exprimant la  télomérase, cette association implique les trois éléments du complexe. 
L’inhibition de Rad9 induit des fusions télomériques pendant que la réduction d’expression de  
Hus1 diminue sensiblement la taille des télomères dans les cellules murines évoquant une  
contribution de 9.1.1 dans la maintenance des télomères. Par ailleurs, l’activité télomérase 
diminue en absence du complexe sans pourautant affecter l’expression des éléments constitutifs 
du  complexe télomérase présageant ainsi d’une interaction entre le complexe 9.1.1 et la 
télomérase (Francia et al., 2006). Ainsi, le complexe 9.1.1 améliorerait  la processivité de la 
télomérase lors de la réplication. En effet,  des extrémités 5’ réséquées d’un fragment d’ADN  
constituent un substrat privilégié pour le complexe 9.1.1 (Ellison and Stillman, 2003); (Majka et 
al., 2006). Dans ce cas, in vivo, les télomères peuvent être la cible privilégiée de ce complexe. 
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Par ailleurs, ce complexe est aussi mis en évidence au sein  des corps APBs, spécifique des 
cellules  ALT. Il est possible  qu’en absence de  la télomérase, le complexe 9.1.1 puisse initier la 
recombinaison télomérique dans ces cellules (Nabetani et al., 2004). 
 
2. Télomères et NHEJ. 
a) Ku et les télomères 
Initialement décrit pour son rôle dans la réparation des cassures doubles brins, Ku a été identifié  
à plusieurs reprises aux abords des télomères dans différentes espèces.  
i. Rôle de Ku dans régulation de la taille des télomères   
Suite aux travaux réalisés chez la levure, précisant le rôle primordial de Ku aux télomères 
(Boulton and Jackson, 1996; Gravel et al., 1998),  plusieurs groupes ont  constaté la présence de 
Ku au niveau des séquences télomériques de mammifères(d'Adda di Fagagna et al., 2001; 
Griffith et al., 1999; Hsu et al., 1999). Sa présence aux télomères est régis par son interaction 
avec les protéines TRF1 et TRF2, indépendamment de DNA-PKcs. Ku peut interagir  
directement ou non avec les séquences répétées télomériques TTAGGG (Hsu et al., 1999; Hsu et 
al., 2000). La contribution de Ku dans la régulation  de la taille des télomères demeure floue. Une 
première étude révèle que les cellules provenant de souris invalidées  Ku86-/- et de cellules 
souches embryonnaires Ku70-/-  présentent une réduction de la taille des télomères de  l’ordre de 
40% (d'Adda di Fagagna et al., 2001). Parallèlement, une autre étude démontre que l’absence de 
Ku80 dans les cellules embryonnaires de souris  mène à une légère élongation des télomères 
(Samper et al., 2000). Ces données ont été ensuite confirmées par la même équipe, assurant que  
cette élongation est corrélée à l’absence de Ku86  (Espejel et al., 2002a). Bien que ces deux 
approches aient été réalisées chez la souris, les contradictions relevées  peuvent s’expliquer par la 
diversité des fonds  génétiques utilisés. 
Ku joue un rôle crucial dans la viabilité des cellules humaines. Ainsi, très peu d’analyses ont pu 
préciser le rôle de Ku dans la maintenance des télomères humains. Pourtant, deux études révèlent 
que l’absence transitoire (Jaco et al., 2004) ou la suppression d’un des allèles de Ku86 (Myung et 
al., 2004)  mène à un raccourcissement  drastique de la taille des télomères confirmant la 
première étude réalisée chez la souris.  
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ii. Rôle de Ku dans la protection des télomères   
 
Plusieurs études réalisées chez les mammifères évoquent un  rôle de Ku dans la protection des 
extrémités  naturelles des chromosomes empêchant toutes fusions télomériques (Bailey et al., 
1999; Hsu et al., 1999; Hsu et al., 2000). Néanmoins, il reste à savoir si ce rôle de protection 
nécessite une implication directe ou non de Ku. Les précédentes études ont permis aussi de 
préciser la contribution de Ku dans la stabilité télomérique.  
Ainsi, l’allongement des télomères dans les souris Ku80-/- s’accompagne de fusions télomériques 
conservant leurs séquences télomériques au niveau de ces jonctions  (Samper et al., 2000).  
Au contraire, le groupe de SP Jackson observe des fusions télomériques dépourvues de signaux 
télomériques au niveau des jonctions. Selon eux, les fusions résulteraient directement du 
raccourcissement des télomères. Ainsi, les télomères extrêmement courts, formés après la perte 
de Ku,  constituent un substrat privilégié pour le NHEJ. Néanmoins, cette hypothèse repose sur  
l’existence d’un mécanisme NHEJ indépendant de Ku, responsable des fusions télomériques 
(d'Adda di Fagagna et al., 1999).  Cette hypothèse séduisante a l’avantage de corroborer les faits 
décrits chez la levure (Baumann and Cech, 2000), (Polotnianka et al., 1998).  
Pourtant, d’autres études réalisées chez l’homme suggèrent l’implication directe de Ku  dans la 
protection des télomères. En effet, l’inhibition transitoire ou la suppression d’un des allèles de 
Ku86 conduit à une augmentation significative du nombre de fusions télomériques avec des 
séquences détectables à la jonction des  fusions (Jaco et al., 2004; Myung et al., 2004).  D’ailleurs 
des études approfondies  des fusions des télomères indiquent que les télomères fusionnent, après 
la réplication, au niveau des chromatides issues de la réplication du « brin directeur » (brin riche 
en C) (Jaco et al., 2004). 
La protection de télomères se définie aussi dans sa capacité à limiter les événements de 
recombinaison  qui peuvent s’avérer létale. Comme nous l’avons exposés précédemment,  en 
collaboration avec TRF2, Ku réprimerait les événements de recombinaison  télomériques (T-
SCE) dépendant directement de la RH (Celli et al., 2006).  
Aux vues des différents éléments présentés, l’implication de Ku dans la protection et le contrôle 
de la taille ne peuvent être remise en question, toutefois son rôle dans les différentes voies de 
régulations télomériques reste obscure et nécessite  quelques précisions.  
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b)  DNA-PKcs et les télomères 
ii. Role de DNA-PKcs dans la protection des télomères   
A l’instar de  Ku, DNA-PKcs est aussi présent aux télomères et joue un rôle dans la protection 
des extrémités des chromosomes (d'Adda di Fagagna et al., 2001; Gilley et al., 2001; Goytisolo et 
al., 2001; Hsu et al., 1999). De nombreuses analyses cytogénétiques des cellules déficientes pour 
DNA-PKcs indiquent une instabilité génomique caractérisée par une forte proportion de fusions 
télomères. 
Des mutations naturelles de DNA-PKcs ont été observées dans  des souris atteintes de syndrome 
sévère combiné d’immunodéficience (SCID). Ces mutations n’abolissent  pas complètement 
l’activité kinase de DNA-PKcs. L’analyse de leurs caryotypes révèlent des fusions télomériques 
conservant des signaux télomériques (Slijepcevic et al., 1997), (Hande et al., 1999),(Goytisolo et 
al., 2000b), (Bailey et al., 1999). A l’instar des souris SCID, l’invalidation du gène de DNA-PKcs 
conduit au même phénotype d’instabilité (Taccioli et al., 1998). Ainsi,  DNA-PKcs protègerait les 
télomères contre les événements de recombinaison inapproprié (ex : fusions). Cette protection 
requiert  l’activité kinase de DNA-PKcs. En effet, dans les cellules humaines, l’inhibition de son 
activité d’autophosphorylation par un agent  pharmacologique (IC86621)  conduit  à une 
augmentation significative du nombre de fusions (Bailey et al., 2004b). Cette inhibition s’est 
révélée plus efficace que l’invalidation du gène. Sous l’action de cet agent, la protéine DNA-
PKcs inactivée serait  sous une forme dominante négative, persistante aux télomères  perturbant 
la mise en place de la boucle T (Bailey et al., 2004b). Des analyses plus approfondies démontrent 
que quelque soit le contexte (inhibition par shRNA ; KO, SCID, inhibiteur compétitif) les fusions 
se produisent après la réplication et impliquent les télomères répliquées par le brin « directeur » 
aussi bien chez l’homme et la souris.  
ii. Rôle de DNA-PKcs dans régulation de la taille des télomères   
Son rôle dans la régulation de la taille des télomères est plus ambigu. L’analyse de la taille des 
télomères chez les souris SCID montre une élongation anormale des télomères. En revanche,   
l’absence de  DNA-PKcs dans les souris KO n’altère pas le profil  télomérique. Ces différences 
semblent être corrélées à l’activité kinase de la protéine. En effet, les souris SCID  génèrent une 
protéine tronquée mais qui préserve en partie son domaine kinase. D’ailleurs, la reconstitution de 
l’activité DNA-PKcs restaure la taille normale dans ces cellules (Wong and Slijepcevic, 2004) 
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Donc, il semblerait que l’activité kinase soit nécessaire à la régulation  de la longueur 
télomérique. 
L’analyse des souris déficientes pour la télomérase et l’activité DNA-PKcs a révélé de nouvelles 
fonctions de la DNA-PKcs aux télomères. La perte des séquences télomériques dans des souris 
télomérase-/- DNA-PKcs-/- est plus rapide que celle observée dans les souris télomérase-/- DNA-
PKcs+/+ (Espejel et al., 2002b). En absence de télomérase, la perte de la protéine DNA-PKcs 
accentuerait la dégradation des télomères mettant en évidence une interaction  fonctionnelle entre 
DNA-PKcs et la télomérase. Cette coopération pourrait réguler la taille des télomères précisant le 
rôle de DNA-PKcs dans le maintien de la  taille des télomères. En conclusion, il apparaît que 
chez les mammifères, la protéine DNA-PKcs garantit la protection des extrémités des 
chromosomes et contribuerait à l’homéostasie télomérique même si son rôle reste discuté.  
c)  DNA LigaseIV 
 La DNA Ligase IV (LIGIV) est souvent décrite comme un acteur potentiel de la protection des 
télomères. La protéine LIGIV est impliquée dans la ligation des cassures doubles brins. 
Essentielle pour les cellules de mammifères, sa suppression conduit à une létalité embryonnaire 
précoce mais qui peut être viable en absence de p53. Elle est requise pour les fusions des  
télomères dysfonctionnels catalysées par la recombinaison non homologue NHEJ. Son absence 
réduit sensiblement la proportion de fusions télomériques formées après la perte de TRF2 
(Smogorzewska et al., 2002). Cette fusion dite NHEJ dépendante est d’autant plus efficace en 
absence de l’extension 3’ simple (Cf précédent chapitre). 
Néanmoins, certains travaux démontrent que les fusions entre des télomères courts ne font pas 
appel à des événements de religation de type NHEJ. En effet, dans les souris mTERT-/-,  la 
majeure partie des fusions impliquant des télomères courts  persistent en absence de la Ligase IV  
indiquant que ces fusions ne nécessitent pas un NHEJ fonctionnel  contrairement aux  fusions de 
télomères déprotégés (Maser et al., 2007).  
Par contre, son implication dans la régulation de la taille est sujette à controverse. En effet, des 
fibroblastes issus de patients atteints d’une hypersensibilité aux rayonnements ionisants, 
référencés 180BR,  arborent une mutation naturelle de la LIGIV. Dans ces cellules, la longueur 
des télomères est comparable à celle de sujet sains du même âge (d'Adda di Fagagna et al., 2001). 
Cependant, les fibroblastes issues de 2 patients différents atteints de la même pathologie  
Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
  
- 86 / 215- 
(mutation de la LIGIV), perdent plus rapidement leurs séquences télomériques rappelant celle 
observée dans les patients AT (Cabuy et al., 2005).  
Bien qu’aucune interaction avec les télomères n’ait été décrite LIGIV pourrait être impliqué dans 
le contrôle de la taille des télomères mais ne semble pas œuvrer pour préserver la structure des 
télomères.   
d) XRCC4/XLF 
Concernant XRCC4 et XLF, leur contribution au maintien des télomères n’est pas encore avérée. 
En effet, des analyses chez la souris révèlent que la déplétion de XRCC4  ne modifie pas la taille 
des télomères mais induit une forte instabilité chromosomique caractérisée par des cassures 
chromosomiques ainsi  que des fusions télomériques conservant leurs motifs télomériques 
(d'Adda di Fagagna et al., 2001). A l’instar de XRCC4, les cellules déficientes pour XLF 
présentent en majorité des cassures chromosomiques sans pour autant arborer des fusions 
télomériques (Zha et al., 2007). L’absence de phénotype  télomérique ne permet pas de conclure 
à une implication de XRCC4/XLF dans le métabolisme des télomères. Ces deux éléments 
apparaissent comme des éléments majeurs de la réparation  des cassures  doubles brins et du 
maintien de la stabilité génomique.  
e) Artemis 
Le rôle d’Artémis dans l’homéostasie des séquences télomériques n’est pas clairement établi. En 
effet, l’invalidation de cette protéine dans les cellules souches embryonnaires  de souris provoque 
des fusions télomériques avec  des motifs TTAGGG au niveau des points de jonctions (Rooney et 
al., 2003). La présence de ce type de chromosomes dicentriques atteste du rôle d’Artémis dans la 
protection des télomères.   
Par ailleurs, une étude réalisée sur des cellules (RS-SCID), arborant un défaut de la protéine 
Artémis, décrit une perte rapidement leurs séquences télomériques  avec un taux comparable à 
celui observé dans les cellules AT et NBS (120pb/division contre 40-80 pour les cellules 
contrôle) (Cabuy et al., 2005). Toutefois, son rôle exact dans le métabolisme des télomères reste 
encore  à définir.   
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3. Télomeres et HR. 
a) Rad54 
Chez les mammifères,  la participation de la recombinaison homologue au maintien des télomères 
a été tout d’abord  décrite chez la souris. Les cellules issues de souris Rad54-/-  montrent une 
sensibilité accrue aux radiations ionisantes et présentent des télomères plus courts que la normale 
(Jaco et al., 2003). De plus, des fusions télomériques ont été observées,. Elles  résulteraient d’un 
défaut de protection comme l’atteste la persistance de séquences télomériques à la jonction de ces 
fusions. Ces données  suggèrent que Rad54 contribue aussi bien à la régulation de la longueur des 
télomères qu’à la protection des télomères. Cependant son rôle protecteur diffère  de celui des 
membres du NHEJ tels que  DNA-PKcs. En effet, la proportion de fusions  télomériques est plus 
importante dans les doubles mutants Rad54-/- DNA-PKcs -/- indiquant que Rad54 et DNA-pkcs 
contribue disctinctement à la protection des télomères. D’ailleurs, l’analyse de l’implication des 
brins par une analyse CO-FISH révèlent que les fusions observées dans les cellules dépourvues 
de Rad54 différent de celles observés dans  les cellules DNA-PKcs-/-. En effet, la majeure partie 
des fusions, consécutives à la perte de DNA-PKcs,  se produisent après la réplication (Cf partie 
DNA-PKcs). Ces fusions impliquent les chromatides répliquées selon le brin « directeur » 
synthétisé. La fréquence de ce type de fusions n’est pas modifiée dans les doubles mutants 
indiquant que la genèse des fusions dans les cellules Rad54-/- obéit à un processus distinct de 
celui mis en place dans DNA-PKcs -/- (Jaco et al., 2003).   
Donc, contrairement à DNA-PKcs, Rad54 ne participe pas à la maturation post-réplicative des 
télomères. Compte tenu de la létalité qu’occasionnerait sa perte, aucune étude n’a permis 
d’établir la contribution de Rad54 dans le métabolisme des télomères humains.  
b) RAD51D 
Parmi les autres acteurs potentiels, notre attention se porte sur RAD51D paralogue de RAD51 qui 
forme avec RAD51B/RAD51C/XRCC2 un complexe stable se fixant sur les jonctions de 
Holliday. A ce jour, RAD51D constitue la seule protéine de la RH vue aux télomères par une des 
approches de d’immunoprécipitation ou d’ immunofluorescence. En effet, RAD51D colocalise 
avec TRF2 dans des cellules méiotiques en prophase I. De plus, RAD51D est associé à l’ADN 
télomérique dans des cellules somatiques murines (Tarsounas et al., 2004). L’invalidation 
génétique de RAD51D s’avère être létale chez la souris, cette mort rapide est attribuée aux effets 
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combinées d’un défaut de la réparation et de protection des télomères. L’établissement de souris 
KO RAD51D -/-  nécessite l’invalidation de p53 pour obtenir des lignées viables.  
La longueur des télomères est considérablement réduite dans les cellules dépourvues de 
RAD51D. Une partie des fusions formées résulte du raccourcissement précoce des télomères. 
L’autre  partie est occasionnée par une déstabilisation des télomères se traduisant par la présence 
de  motifs télomériques au niveau des fusions. Ces données laissent à penser que RAD51D 
contrôle la longueur des télomères mais protége aussi les télomères. 
Par ailleurs, l’inhibition de RAD51D  est létale pour les cellules ALT confirmant que ces cellules 
maintiennent leurs télomères par un processus dépendant de la RH. 
c) BRCA1 
Les tumeurs provenant de patients porteurs de la mutation BRCA1, sont caractérisés notamment 
par une sévère instabilité chromosomique comprenant l’aneuploïdie, la présence de chromosomes 
dicentriques et de translocations non réciproques (Weaver et al., 2002), (Johnson et al., 2002), 
(McPherson et al., 2004). Les mécanismes à l’origine de ces remaniements ne sont pas totalement 
élucidés. Dans cette perspective, le rôle de BRCA1 dans le maintien de l’intégrité télomérique 
pourrait expliquer la forte instabilité observée dans ces tumeurs.  
L’interaction de BRCA1 avec TRF1 dans les cellules exprimant la télomérase suggère la 
présence de BRCA1 aux télomères (French et al., 2006). De plus, BRCA1 colocalise avec TRF2 
au sein des corps APBs, spécifiques des cellules ALT (Wu et al., 2003). Plusieurs travaux ont 
démontré que l’altération de BRCA1 interférait dans le bon fonctionnement des télomères.  
Dans un premier temps, BRCA1 apparaît jouer un rôle important dans la protection des 
télomères. Des fusions télomériques, des ponts anaphasiques sont observés à la suite de 
l’expression d’un dominant négatif, de mutations ponctuelles ou après l’invalidation génétique de 
BRCA1 dans les cellules humaines ou murines (Al-Wahiby and Slijepcevic, 2005), (Cabuy et al., 
2005), (McPherson et al., 2006), (French et al., 2006). La persistance de motifs télomériques au 
niveau des fusions conforte un peu plus l’hypothèse de la protection des télomères. Les anomalies 
relevées dans les cellules déficientes pour BRCA1 ne résulteraient pas seulement d’un défaut de 
réparation ou d’une altération de la stabilité génomique. L’accumulation de défauts télomériques 
ainsi que l’interaction  avec TRF2 constituent un faisceau d’arguments en faveur de l’implication 
directe de BRCA1 dans la protection des télomères. 
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Par contre, le rôle de BRCA1 dans le contrôle de la taille reste discutable. Les télomères sont 
perdus rapidement lors de la délétion de BRCA1 dans les cellules embryonnaires souches  
(Cabuy et al., 2005). Ces résultats sont confortés par la mise en évidence de télomères courts dans 
les cellules lymphocytaires T  de souris  tBRCA1-/- P53-/- (McPherson et al., 2006). Cependant, 
l’expression du dominant négatif de BRCA1 mène à un allongement des télomères uniquement 
dans des cellules exprimant la télomérase contredisant les précédents travaux (French et al., 
2006). Bien qu’aucune modification de l’activité télomérase n’ait été décrite, les modifications de 
la taille des télomères pourraient dépendre de l’activité télomérase. En effet, l’inhibition de 
BRCA1 par RNA interférence accroît l’activité télomérase. Dans ce cas, BRCA1 interfèrerait 
dans la régulation l’expression de la sous unité hTERT dépendante de c-MYC  (Xiong et al., 
2003). Ces données contradictoires ne nous permettent pas d’établir  la réelle contribution de 
BRCA1 dans la régulation de la taille.   
Au même titre que le NHEJ, la RH contribue au maintien des télomères sous diverses formes 
(contrôle de la taille, protection) et s’inscrit  dans un schéma global où les systèmes de réparation 
interviennent afin de préserver l’intégrité des télomères.   
 
4. Autres éléments de la réparation et télomères 
a) PARP1 et 2  
Plusieurs éléments de la famille des PAR (Poly(ADP)Ribosylation) sont associées aux télomères 
ou à la télomèrase. Parmi ces membres, nous retrouvons  PARP1 et 2.  
PARP2 interagit avec le domaine de fixation à l’ADN Myb de TRF2 afin de faciliter la 
Poly(ADP)Ribosylation du domaine TRFH de TRF2 conditionnant  sa fixation  aux télomères in 
vitro (Dantzer et al., 2004). L’association de TRF2 et des domaines PAR de PARP peuvent ainsi 
expliquer la présence massive et ponctuelle de TRF2 aux sites de cassures induites par les 
rayonnements UV ou exposition prolongée au Hoechst (Bradshaw et al., 2005). Toutefois, 
l’invalidation de PARP2 dans les cellules murines n’altère pas la longueur des télomères. En 
revanche elle occasionne des fusions télomères-télomères (sans motifs TTAGGG). Ainsi, PARP2 
préserverait l’intégrité des télomères (Dantzer et al., 2004).  
A l’image de PARP2, PARP1 interagirait avec TRF2 modifiant son affinité in vitro  pour l’ADN 
télomérique (Gomez et al., 2006). Le rôle de PARP1 dans le maintien des télomères a souvent été 
discuté. Une première étude avait mis en évidence une réduction de la taille associée à une 
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instabilité chromosomique patente dans les cellules fibroblastiques embryonnaires de souris 
(d'Adda di Fagagna et al., 1999). En revanche, d’autres travaux démontrent que l’absence de 
PARP1 n’affecte aucunement la taille des télomères ou leur stabilité (Samper et al., 2001). Ces 
données ont été confirmées par le même groupe démontrant que la déplétion de PARP1  dans les 
souris mTERC -/- n’affecte ni le taux de perte des télomères ni l’instabilité (Espejel et al., 2004a).  
Récemment, il a été pourtant démontré que PARP1 interagissait, par le biais de  TRF2, avec les 
séquences télomériques humaines courtes ou endommagées (Gomez et al., 2006) Ainsi,  PARP1 
protégerait les télomères contre le raccourcissement ou d’éventuelles attaques oxydatives. Ces 
résultats  contradictoires soulignent la nécessité d’un modèle cellulaire unique, pour conclure à 
un rôle précis de PARP dans la maintenance des télomères. 
b) Werner  et les  télomères  
Grâce à son activité d’hélicase, la protéine favorise la migration des branches, comme le fait la 
protéine Rad54 qui fait disparaître les boucles D. Les patients atteints du syndrome de Werner 
souffrent d’un vieillissement précoce causé par une mutation du gène codant pour l’hélicase de 
type RecQ WRN (Yu et al., 1996), (Opresko et al., 2003). Des récentes données suggèrent son 
implication  dans la maintenance des télomères. 
Les cellules sénescentes déficientes pour WRN présentent des télomères plus courts que la 
plupart des cellules sénescentes du même age. Néanmoins, le rythme de raccourcissement  chez 
ces cellules est comparable aux cellules normales excluant la perte rapide des télomères comme 
facteur initiant l’arrêt de la croissance. Toutefois, la sénescence des cellules WS peut être abolie 
par l’expression ectopique de la télomérase  démontrant que cette sénescence est dépendante des 
télomères (Wyllie et al., 2000). Ainsi, la présence de quelques télomères courts seraient suffisants 
pour limiter la survie des cellules WRN -/-.  
La protéine WRN interagit directement avec les membres du Shelterin  et d’autres partenaires 
présents aux télomères. En effet, WRN interagit directement avec TRF2 dans les cellules 
normales ou cancéreuses (télomérase/ALT) (Opresko et al., 2002). La présence de WRN aux 
télomères serait restreinte  à la phase S du cycle (Crabbe et al., 2004; Opresko et al., 2004). Des 
études in vitro révèlent  que  ses activités hélicases  et exonucléases 3’->5’, stimulées par son 
interaction avec TRF2, seraient requises pour résoudre les structures secondaires télomériques  
type G quadruplexes  facilitant ainsi  la progression de la fourche de réplication au niveau des 
télomères (Machwe et al., 2004; Opresko et al., 2004). 
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En coopération avec POT1, la protéine WRN voit son activité hélicase augmentée, essentielle à la 
résolution des structures quadruplexes formées au niveau de l’extrémité télomérique simple brin. 
La prise en charge des structures quadruplexes améliore l’accès et l’ouverture de la structure 
bicaténaire  de l’ADN télomérique lors du passage de la fourche (Opresko et al., 2005). 
i. WRN et la réplication télomérique 
La protéine WRN intervient aussi bien dans la réplication, la transcription, ou l'ouverture 
complète ou locale de la double hélice. Dans tous ces cas, la protéine supprimerait certaines 
interactions indésirables entre nucléotides, telles que les épingles à cheveux ou les structures 
quadruplexes, qui s’opposent à la progression de  la fourche de réplication.  
Dans les fibroblastes WRN-/-, une proportion significative de chromosomes perdent 
préférentiellement un télomère porté par la chromatide issue du brin «retardataire » (Crabbe et 
al., 2004).  En absence de WRN, les régions simples brins télomériques forment plus facilement 
des quadruplexes. Ces travaux suggèrent que , la progression de la fourche de réplication serait 
altéré et le brin retardataire serait alors dégradé expliquant la perte préférentielle du brin 
« retardataire » (riche en G, simple brin 3’) (Crabbe et al., 2004). Son absence compromettrait la 
réplication  des télomères favorisant une perte systématique d’un des brins menant à terme à une 
instabilité chromosomique voire à un arrêt du cycle. 
Après la réplication, en absence de WRN, les chromosomes néo formés fusionneraient au niveau 
des chromatides issues du brin retardataire, initiant des cycles d’instabilité génomique après 
quelques cycles cellulaires (Crabbe et al., 2007). L’expression de la télomérase peut alors abolir 
le phénotype d’instabilité en allongeant probablement  les télomères les plus courts ( c’est à  dire 
les brins retardataires) (Crabbe et al., 2007). Ces résultats expliqueraient pourquoi la télomérase a 
permis de restaurer une prolifération normale des cellules WS jusqu’alors sénescentes.  
ii. WRN et la recombinaison aux télomères 
La protection des télomères se définit aussi par la capacité de la cellule à limiter la recombinaison 
télomérique. Ainsi que  Ku70, POT1 ou TRF2, WRN supprimerait les événements de 
recombinaison télomériques inappropriés.  
Puisqu’elle fait coulisser les branches et disparaître les boucles D, la protéine WRN contribuerait 
à rendre plus rares les événements de recombinaison non méiotiques, survenant entre des 
séquences d'ADN similaires portés par deux chromosomes différents ou par un même 
chromosome. Son absence conjuguée à celle de la télomérase favorise l’émergence du 
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mécanisme ALT de type I confirmant son rôle dans la recombinaison  télomérique (décrit dans 
section recombinaison en absence de télomérase). La sénescence prématurée des cellules WRN -
/- s’expliquerait alors par leurs incapacités à réprimer les raccourcissements soudains consécutifs  
à des événements de recombinaisons intra-télomérique. 
Après avoir démontré à plusieurs reprises que les protéines de la réparation  participaient à 
l’homéostasie télomérique (réplication, élongation, protection), il semble judicieux de déterminer 
comment les systèmes de réparation se comportent vis-à-vis des télomères endommagés et 
quelles sont les voies qui permettent aux télomères de prévenir leur détection en tant que cassure. 
II. Protection contre la réponse aux dommages de l’ADN au niveau des télomères 
 
Les cellules eucaryotes ont la capacité de discriminer les extrémités naturelles des chromosomes, 
des cassures doubles brins ou autres dommages de l’ADN. Lorsque la fonction protectrice des 
télomères est compromise, les extrémités télomériques perdent leur statut privilégié et les 
télomères déprotégés activent les systèmes canoniques de la réparation des cassures doubles 
brins. Après l’invalidation des  fonctions de  TIN2, TRF2, POT1, les télomères dysfonctionnels 
activeraient la réponse consécutive aux dommages de l’ADN interdisant la poursuite du cycle 
cellulaire. Par ailleurs, les télomères érodés peuvent être assimilées à des séquences 
endommagées recrutant aussi les éléments de la réparation.  
 
1. Réponse des dommages aux télomères déprotégés 
A la suite de la déstabilisation du complexe Shelterin, les télomères sont associés à des facteurs 
impliqués dans la réponse aux dommages comme 53BP1,MDC1, NBS1, p-ATM,et Rad17 
(d'Adda di Fagagna et al., 1999), (Takai et al., 2003),(Silverman et al., 2004), (Dimitrova and de 
Lange, 2006) formant une structure particulière appelée TIFs (telomeres dysfunction –induced  
foci) (Figure 17). Ces foci présents tout le long des télomères, formeraient un « stretch »  de  
protéines de la réparation sur une région assez étendue (Takai et al., 2003). De même, des 
analyses d’immunoprécipitation de chromatine sur puces (Chip on chip) réalisées sur des cellules 
sénescentes  montrent que les foci H2AX, MDC1 et 53BP1 peuvent diffuser au delà des 
télomères  sur plusieurs centaines de kb (Meier et al., 2007), (d'Adda di Fagagna et al., 2003). 
Ces foyers dépendent des protéines kinases PI3K, sensibles à la caféine tels que les protéines 
ATM et ATR (Takai et al., 2003). En effet, leurs inhibitions respectives mènent à la disparition 
rapide de ces foyers  TIFs (Takai et al., 2003). 
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Figure 17: La réponse cellulaire consécutive aux disfonctionnements télomériques :  
Le télomère constitue une cassure naturelle du chromosome protégé par le complexe protéique télomérique. Suite à 
une déprotection ou un raccourcissment excessif de la taille, les télomères sont assimilés à des lésions de l’ADN, 
prises en charge par la voie de signlisation des cassures doubles brins. Le recrutement de ces protéines aux  
télomères correspond à la formation d’entités TIFs, éléments de réponse face aux altérations télomériques. Selon le 
type cellulaire,  ces altérations aboutiront à une apoptose une sénescence. 
 
En absence de TRF2, la fonction télomérique est compromise et une majorité des télomères est 
assimilée à des cassures chromosomiques à l’origine de l’accumulation des focidans ces cellules 
(Celli and de Lange, 2005). A ce titre, TIN2 trompe les systèmes de veille de l’ADN afin de 
préserver l’intégrité des télomères. La surexpression du mutant de TIN2, tronqué pour le domaine 
d’interaction avec TRF1 et TRF2,  conduit à la formation des TIFs aux télomères (Kim et al., 
2004). Dans le même temps,  l’inhibition de POT1 conduit aussi à l’accumulation de foyers TIFs 
dans les cellules humaines. Cependant, ces foci sont confinés à la phase G1 disparaissant lors de 
leur entrée en phase S. En revanche, les TIFs  consécutifs  à l’inhibition de TRF2  sont formés 
pendant l’interphase (Hockemeyer et al., 2005).  Ainsi, les cassures télomériques induites par la 
perte de POT1 seraient probablement réparées en phase G1 ce qui explique l’absence d’arrêt de 
cycle (Hockemeyer et al., 2005). De plus, en absence d’Apollo, les protéines H2AX/53BP1 sont 
recrutées aux télomères suggérant qu’à l’image des autres protéines télomériques, Apollo 
empêche la détection de cassures CDBs aux télomères (Lenain et al., 2006; van Overbeek and de 
Lange, 2006). L’arrêt du cycle cellulaire constitue aussi une réponse à la survenue de dommages 
télomériques. Cet arrêt du cycle est majoritairement dépendant de P53 (Chin et al., 1999; 
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Karlseder et al., 1999; Smogorzewska and de Lange, 2002). Mais en absence de P53, l’expression 
de p16 agit comme un second mécanisme bloquant l’arrêt en phase S (Jacobs and de Lange, 
2004) (Smogorzewska and de Lange, 2002). 
2. Mécanismes de répression de la réponse aux  dommages télomériques.   
 
Le but est de comprendre comment les télomères, dommages naturels de l’ADN, peuvent être 
ignorés par les voies de signalisation PI3K dépendantes. Les télomères constituent une barrière 
physique empêchant toute reconnaissance par les systèmes de veille. En effet, comme nous 
l’avons évoqué précédemment, la structure en boucle T permettrait de dissimuler et donc de 
protéger l’extrémité simple brin. Cette stratégie vise à faire échouer l’action des censeurs de 
l’ADN. De plus, il est envisagé que la boucle T possède une organisation nucléosomale 
comparable à des séquences interstitielles empêchant la reconnaissance de l’extrémité 3’ comme 
structure nucléosomale altérée.  
Un autre modèle faisant intervenir d’abord TRF2 puis POT1 a été évoqué. TRF2  réprimerait  la 
signalisation des dommages aux télomères via son interaction avec ATM (Karlseder et al., 2004). 
En effet, TRF2 interagit avec ATM  au niveau des télomères in vivo et in vitro. La surexpression 
de TRF2 réduit alors la phosphorylation d’ATM aux sites S1981 affectant sa fonction de contrôle 
du cycle. Ainsi, TRF2 agirait comme un répresseur de la voie de signalisation dépendante 
d’ATM. La différence de comportement entre POT1 et TRF2 vis à vis des dommages 
télomériques a été déjà évoquée au cours de notre introduction.  
En absence de POT1, les télomères sont reconnus transitoirement comme lésions de l’ADN mais 
n’engendrent pas de fusions contrairement à TRF2, indiquant l’existence d’un mécanisme de 
signalisation différent de celui mis en jeu lors de la déprotection par  TRF2 (Hockemeyer et al., 
2005). Dans cette optique, une étude a permis d’élucider les mécanismes mis en jeu lors de la 
déprotection des télomères après la perte de POT1. Chez la souris, l’apparition des foci TIFs 
consécutifs à l’invalidation de POT1a ou POT1b requiert la présence de ATR (Denchi and de 
Lange, 2007). En effet, la proportion de TIFs est considérablement réduite dans les souris 
déficientes pour POT1a ou POT1b inhibées pour ATR. En revanche, le statut d’ATM dans les 
cellules déficientes pour POT1a, 1b ou TPP1 n’affecte pas  la proportion des foyers TIFs aux 
télomères. Ainsi,  TRF2 et POT1 agiraient indépendamment pour prévenir la réponse aux 
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dommages consécutifs à l’activation respectifs de  ATM et ATR aux extrémités des télomères 
(Denchi and de Lange, 2007) (Figure 18).  
 
Figure 18: Modèle pour la répression de signalsation des dommages aux télomères 
ATM et ATR sont  réprimés indépendamment par TRF2 et POT1a (b). Le NHEJ consécutif à l’inhibition de TRF2 
peut être activé par ATM ou ATR (D’aprés Denchi EZ 2007). 
 
 
3. Réponse à l’érosion télomérique  
Le raccourcissement programmé des télomères limite la prolifération des cellules humaines. Dans 
les cellules sénescentes, des structures similaires aux TIFs sont aussi observées et référencés 
« Senescent Damage Foci » (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Les détails de cette réponse 
demeurent obscurs. En effet, la perte de quelques télomères suffisent à induire l’ arrêt du cycle 
(Hemann et al., 2001), (Zou et al., 2004b). Donc, le télomère court pourrait être assimilé à un 
télomère déprotégé, cette similitude est probablement liée à la diminution du nombre de protéines 
télomériques au niveau des télomères courts. 
 
III. Réparation dans les séquences télomériques 
 
1. Réparation des dommages télomériques  
Contrairement aux autres séquences répétées, les télomères se comportent différemment  face aux 
dommages induits. De par leur composition, les télomères sont sujets à des agressions 
oxydatives. La succession de trois guanines constitue une cible privilégiée pour des radicaux 
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oxygénés conduisant à une modification des bases. Les lésions induites par le stress oxydatif 
génèrent des cassures simples brins (CSBs). Dans les cellules bloquées, les cassures induites par 
des agents alkylants tels que le MNNG (N methyl N nitro N nitrosguanidine) persistent plusieurs 
semaines au niveau des télomères au regard d’autres régions répétitives non transcrites (Petersen 
et al., 1998; Sitte et al., 1998; von Zglinicki et al., 2000). En effet, l’accumulation dans les 
régions télomériques, de sites sensibles à l’endonucléase S1, enzyme capable de détecter les sites 
abasiques, suggèrent que la réparation  des cassures soit fortement compromise  (Petersen et al., 
1998; Sitte et al., 1998; von Zglinicki et al., 2000). Toutefois, ces lésions  disparaissent une fois  
le blocage du cycle levé supposant qu’elles peuvent être liées au métabolisme de l’ADN (Sitte et 
al., 1998).  
Cette inefficacité serait inhérente à la structure des télomères qui limiterait l’accès à la 
machinerie de réparation des lésions induites dans les séquences télomériques. En effet, la 
surexpression de TRF2 dans les cellules humaines augmente la proportion de cassures CSBs dans 
les régions télomériques sans pour autant affecter leur réparation dans le reste du génome 
(Richter et al., 2007). Par ailleurs, les souris surexprimant TRF2 sont hypersensibles aux 
radiations UV et possèdent un phénotype similaire aux souris XP (Xeroderma Pigmentosum). 
Cette sensibilité se manifeste notamment par une persistance des dimères de Thymine dans les 
cellules surxexprimant TRF2 suggérant que l’excès de TRF2 interfère dans la réparation des 
cassures UV induites (Munoz et al., 2005) confortant l’idée d’un encombrement stérique 
protéique limitant l’accès aux télomères. 
 
2. Conséquences sur la maintenance des télomères 
a) Altération de la perte réplicative des télomères 
L’accumulation de dommages non réparés mènerait  à une réduction de la longueur des 
télomères. En effet, il a été démontré à plusieurs reprises et dans différentes conditions 
(conditions d’hyperoxie, traitement aux agents alkylants, ROS, induction de sites abasiques) que 
le stress oxydatif accentue le raccourcissement des télomères  (Petersen et al., 1998; Richter et 
al., 2007; Sitte et al., 1998; von Zglinicki et al., 2000). Pour exemple,  les CSBs induites par 
H2O2, persistent dans les séquences télomériques comparé au reste du génome menant à une 
réduction marquée des télomères (jusqu’à 200 pb/divisions cellulaires au lieu de 50 dans la lignée 
contrôle)  (von Zglinicki et al., 2000).  Par contre, en présence d’un antioxydant, ce taux  diminue 
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et  prolonge la  durée de vie cellulaire établissant le lien entre le stress oxydatif et le 
raccourcissement des télomères.  
Ainsi, la mauvaise réparation des lésions oxydatives dans les séquences télomérique pourrait 
expliquer la sénescence prématurée, observée dans certaines conditions de stress  
Cette notion  a été aussi mise en évidence  dans un autre contexte. La surexpression de TRF2 
dans les cellules murines conduit à une réduction de la longueur des télomères,  indépendante du 
statut de la télomérase. En revanche, cette modification dépend de l’efficacité de réparation de 
lésions induites par des UV et de la prise en charge par le système NER (Munoz et al., 2005). De 
plus, la délétion de  XPF restaure une taille normale des télomères dans les cellules surexprimant 
TRF2. Ainsi, l’accumulation des dommages télomériques favoriserait un  raccourcissement 
prématuré des télomères.  
La perte des télomères traduit en fait un problème apparu lors de la réplication. Les lésions 
persistantes bloqueraient la progression de la fourche de réplication qui se manifeste par un 
raccourcissement télomérique plus marqué. L’ampleur du raccourcissement varie selon la 
position de la lésion. Si la lésion est générée sur le brin « directeur », les pertes occasionnées 
seront beaucoup plus importantes. Selon le modèle proposé, l’accumulation des dommages sur le 
brin « directeur » est  plus délétère  menant à un diminution plus drastique de la longueur des 
télomères (von Zglinicki, 2000). Le raccourcissement des télomères résulterait d’une synergie 
entre la perte réplicative et la perte environnementale (stress oxydatif, rayonnements ionisant, UV 
ect…). 
b) Télomère et radiosensibilité  
i. Radiosensibilité 
La capacité de répondre aux radiations ionisantes est déterminée par de multiples facteurs 
comprenant notamment la capacité à réparer efficacement les cassures doubles brins. La 
radiosensibilité n’est pas simplement due à un défaut d’une voie en particulier mais résulte de la 
combinaison de plusieurs défauts moléculaires, responsables parfois de pathologies humaines 
caractérisées par une hypersensibilité. On retrouve ainsi des pathologies comme AT, NBS, 
ATLD, BLM, anémie de Fanconi dont les gènes affectés sont aussi impliqués dans la 
signalisation des cassures de l’ADN. Par ailleurs, certaines pathologies décrites cliniquement 
comme radiosensibles ne présentent qu’une hypersensibilité cellulaire modérée aux stress 
ionisants (ex : anémie de fanconi FA). Les divers défauts associés à la radiosensibilité  rendent 
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difficile l’identification d’éventuelles populations à risque. Parmi les différents facteurs de 
prédisposition à une hypersensibilité aux radiations, se distingue le maintien des télomères. Ces 
extrémités peuvent être impliquées directement ou non dans la réponse aux dommages supposant  
que les télomères reflètent en partie  l’aptitude de la cellule à faire face aux irradiations. 
ii. Relations Radiosensibilité / télomères courts 
 Cellulaire 
Plusieurs pathologies humaines  présentent des symptômes d’hypersensibilité aux radiations 
ionisantes (AT, ATLD, NBS, FA, BLM, RS-SCID, SCID). Le lien entre la radiosensibilité 
individuelle et la taille des télomères a été évoqué sur la base d’observations décrivant le 
raccourcissement précoce des télomères dans les cellules hypersensibles aux rayonnements 
ionisants. En effet, le taux de raccourcissement de la taille des télomères a été analysé dans 11 
lignées radiosensibles provenant de patients atteints de divers syndromes (NBS/AT/ATLD/RS-
SCID/XP ect..). Le taux a été déterminé en mesurant la taille par deux approches 
complémentaires. Les cellules radiosensibles arborent des télomères plus courts et des 
remaniements chromosomiques plus fréquents en comparaison avec des cellules provenant de 
sujets sains (Cabuy et al., 2005). Une relation entre la taille et la radiosensibilité cellulaire à été 
établie selon laquelle les cellules avec les télomères très courts sont plus sensibles aux radiations 
ionisantes (Cabuy et al., 2005). De  plus, in vitro,  il a été démontré que des fibroblastes 
sénescents, avec des télomères courts, étaient plus radiosensibles que les mêmes fibroblastes à 
des passages plus précoces et donc avec des télomères plus longs (Rubio et al., 2002). L’auteur 
proposa que  la radiosensibilité ne soit pas simplement définie par les défauts d’expression de  
gènes de réparation mais aussi par une atteinte de la  taille des télomères (Rubio et al., 2002).  
Cette corrélation est d’autant plus frappante que l’inhibition de la télomérase par un agent 
pharmacologique GRN163L diminue la taille des télomères et sensibilise les cellules mammaires 
aux divers agents génotoxiques dont les radiations ionisantes (Gomez-Millan et al., 2007). 
D’après toutes ces données, il apparaît que la taille des télomères constitue un facteur prédictif de 
la radiosensibilité  cellulaire. 
 Organisme 
Nous pouvons cependant nous interroger sur la nature de cette relation quant à la radiosensibilité 
individuelle. Plusieurs études ont été menées afin de préciser le lien entre la radiosensibilité 
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individuelle et la taille des télomères. Dans un premier temps, l’étude in vivo de souris invalidées 
pour la télomérase mTR -/-  évoque ce lien. En effet, les souris issues de 6 générations sans 
télomérase (6ème générations :G6) avec des télomères très courts étaient plus sensibles aux doses 
ponctuelles ou fractionnées cumulées d’irradiations que des souris issues de la 2eme génération 
sans télomérase (G2) avec des télomères plus longs (Wong et al., 2004); (Goytisolo et al., 2000a). 
Cette radiosensibilité se caractérise notamment par une forte instabilité chromosomique, une 
cinétique de la réparation des cassures plus lente, accumulation de cassures (Wong et al., 2000). 
L’exposition  des souris à des agents génotoxiques (doxorubicine) reproduit le même phénotype 
d’hypersensibilité (Lee et al., 2001). Ces effets peuvent être probablement attribués au 
raccourcissement des télomères plutôt qu’à l’absence de la télomérase à proprement dit. 
Une étude réalisée sur 24 patients  atteints de cancer du sein démontre une corrélation inverse 
entre la taille des télomères et la radiosensibilité  des lymphocytes (McIlrath et al., 2001). Par 
ailleurs, il a été montré que pour des sujets sains de même âge, leur profil télomérique coïncidait 
avec  leur statut vis à vis de l’irradiation. Ainsi, la taille des télomères d’un individu traduisait sa 
sensibilité aux radiations ionisantes (Castella et al., 2007). 
Des analyses cytogénétiques plus pointues démontrent que les chromosomes, impliqués dans les 
remaniements, coïncident avec ceux qui possèdent les télomères les plus courts. Parmi ces 
remaniements, on retrouve des fusions télomériques mais aussi des remaniements plus complexes 
impliquant à la fois les extrémités chromosomiques et des cassures radioinduites. Après 
l’irradiation de cellules embryonnaires de souris (MEFs) mTERC+/+  avec  des télomères 
suffisamment longs, seules les cassures radioinduites constituent un substrat pour les 
réarrangements chromosomiques. En revanche, dans les cellules mTERC -/-  arborant des 
télomères  plus courts, les cassures radioinduites interagissaient avec les télomères érodés pour 
former plusieurs types de remaniements : les associations Tel–Tel (télomère-télomére), Tel –
CDB (télomère-cassure) ou CDB-CDB (cassure - cassure). Dans ce cas, l’hypersensibilité 
correspondrait à l’interférence des télomères courts dans la réparation des cassures radioinduites 
plutôt qu’à un défaut de la réparation  de l’ADN(Latre et al., 2003).  
iii. Radiosensibilité liée à l’altération de la structure des télomères.  
La taille des télomères ne résume pas à elle seule la fonction des télomères. En effet, la protection 
des télomères jouent aussi un rôle important qui, au même titre que la taille, peut modifier la 
réponse des cellules à l’irradiation. Parmi les protecteurs des  télomères, on retrouve ainsi des 
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protéines impliquées dans le NHEJ  plus particulièrement DNA-PKcs. Son absence conduit à la 
formation de réarrangements types cassure-télomère (Tel –CDB) dans des cellules irradiées. La 
fréquence importante de ces réarrangements dans les cellules mutées (Bailey et al., 2004b) ou 
invalidées pour DNA-PKcs (Martin et al., 2005) indique que le disfonctionnement des télomères 
contribue à la radiosensibilité cellulaire. De plus,  les séquences télomériques sont conservées au 
niveau de  la jonction  Tel –CDB  dans les  cellules MEFs DNA-PKcs -/-. A l’image des 
télomères érodés, les télomères déprotégés  peuvent aussi interagir avec des cassures 
radioinduites. Par ailleurs, la perte de TRF2  induit  le même type d’aberrations  (Bailey et al., 
2004b) confirmant que ces remaniements font bien suite à la déprotection et pas simplement liée 
à l’absence de la télomérase.   
Qu’ils soient courts ou déprotégés, les télomères sont assimilés à des cassures capables 
d’interagir entre elles ou avec des cassures radioinduites, augmentant la probabilité d’un 
réarrangement inapproprié. La radiosensibilité  n’est pas uniquement le fruit  d’une défection de 
la réparation de l’ADN  mais aussi d’une altération du métabolisme des télomères. La 
radiosensibilité peut constituer  un processus temporel où le vieillissement et la réponse aux 
dommages sont coordonnés apportant une explication à la survenue tardive des cancers 
radioinduits longtemps  après  une exposition  aux rayonnements ionisants.  
Ainsi, la taille et/ou le statut des télomères pourraient constituer une information clinique 
relevante permettant de prédire la réponse d’un patient à un traitement de radiothérapie. Dans 
cette optique, la compréhension des mécanismes qui régissent l’intervention des télomères dans 
la réponse à l’irradiation, constitue une nouvelle perspective quant à l’optimisation de la  
radiothérapie dans le traitement des cancers.  
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Figure 19 : Tableau Récapitulatif de la contribution des protéines télomériques et de la recombinaison 
Tableau Récapitulatif de la contribution des protéines télomériques et de la recombinaison  dans la maintenance des télomères dans les différents modèles cellulaires 
(murins/humains). (ND : non déterminée ; (-) pas d’effet ; (+) effet modéré, (++) augmentation significative, (+++) effet drastique ; (-T) sans séquences télomériques à la 
jonction, (+T) avec séquences télomériques à la jonction) 
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Objectifs de la thèse : 
 
Aujourd’hui des progrès considérables ont grandement participé à l’élargissement des 
connaissances et à une meilleure compréhension des télomères et de leur maintenance. La plupart 
des mécanismes télomériques, sont conservés chez les eucaryotes supérieurs notamment chez 
l’homme. Parmi les fonctions exercées, les télomères développent des stratégies visant à limiter 
la recombinaison impropre aux télomères afin de préserver l’intégrité chromosomique. Toutefois, 
les mécanismes contrôlant ces événements ne sont pas totalement définis. Nous nous sommes 
plus particulièrement intéressés au rôle de P53 dans le maintien des télomères, à travers sa 
fonction dans la recombinaison. Bien que son rôle soit établi dans la maintenance des télomères 
dans les cellules ALT , sa fonction est en revanche moins bien décrite dans les cellules présentant 
une activité télomérase. Cependant, des cellules exprimant la télomérase et dont l’activité p53 est 
invalidée (par exemple par l’Antigène T SV40) conduisent très fréquemment à l’émergence de 
cellules maintenant leurs télomères par la voie ALT. Dans ce contexte, le premier objectif de 
cette thèse a été de caractériser le rôle d’une mutation de p53 reconnue pour augmenter la RH et 
de déterminer si sa fonction dans la RH pouvait aussi être impliquée dans l’homéostasie des 
télomères dans des cellules télomérase (+). Nos premiers résultats nous ont permis de démontrer 
la stabilité de télomères malgré la surexpression de p53 mutée et l’augmentation globale du taux 
de recombinaison.  
Notre deuxième objectif a été de réaliser une étude comparative de la maintenance des télomères 
dans des lignées isogéniques invalidées pour les deux voies majeures de réparation NHEJ/HR. En 
effet, les télomères constituent un véritable paradoxe. Les protéines impliquées dans la réponse 
aux dommages de l’ADN sont requises pour l’acquisition d’une structure fonctionnelle des 
télomères. Comment des éléments impliqués dans la réparation, peuvent empêcher la détection 
des télomères par les systèmes de veille du génome ? Les protéines de la réparation contribuent à 
différents égards à la maintenance des télomères. Toutefois leurs rôles ne sont pas clairs et 
varient selon les modèles étudiés. Parfois, au sein d’un même organisme, selon le modèle 
cellulaire adopté, les conclusions divergent quant aux fonctions exercées. Cette grande diversité 
de réponse est illustrée dans le tableau 18. Il devient alors délicat d’essayer d’établir un schéma 
clair et universel  résumant les fonctions télomériques ainsi que leurs intervenants.  
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Grâce au développement d’une nouvelle famille de vecteurs pour l’interférence RNA basée sur 
des plasmides EBV (Biard et al, brevet CEA N° 0501483) nous avons pu obtenir une réduction 
importante, spécifique et à très long terme de l’expression de gènes cibles (plus de 500 jours en 
culture pour les clones les plus âgés). Nous avons ainsi établi la contribution de plusieurs 
partenaires du NHEJ (DNA PKcs, XRCC4, LigIV, Ku70) et de la RH (Rad54, RAD51, Rad52) 
dans des cellules Hela. (adénocarcinome cervical). 
Notre troisième objectif a été reproduire cette approche pour caractériser le rôle des membres   du 
complexe MRN dans la maintenance des télomères. 
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Résultats  
 
Chapitre I : Contribution de P53 via sa fonction dans la recombinaison dans la 
maintenance des télomères. 
Introduction 
P53 est un suppresseur de tumeurs, muté dans 50% des cancers humaines et son invalidation chez 
la souris  conduit à une prédisposition tumorale. La protéine transactive une série de gènes 
impliqués dans le contrôle  du cycle cellulaire et l’apoptose afin d’empêcher les cellules 
porteuses de dommages  de proliférer. Ces nombreuses fonctions lui valent le surnom de  
« gardien du génome ». Il existe aussi un certain nombre de données suggérant son implication 
dans la réparation et notamment la recombinaison. P53 réprimerait la recombinaison 
indépendamment de son rôle dans la transactivation. En effet,  les cellules mutées pour P53 
présentent une augmentation des événements de recombinaison intra chromosomique impliquant  
des séquences dupliquées de  l’ordre 20 à 100 fois. Des formes mutées de P53, qui n’affectent pas 
l’arrêt en G1/S après l’irradiation induisent une stimulation de la RH  suggérant  que l’effet de 
P53 sur la RH est indépendant de son blocage G1/S et sa fonction de transactivation. Cette 
répression de la recombinaison naît ainsi de l’interaction qu’il existe entre RAD51 et P53 (Linke 
et al., 2003). Par ailleurs,  il a été démontré que la protéine P53 pouvait interagir avec les 
séquences télomériques mais aucune indication n’a permis d’établir le rôle de cette interaction 
avec les séquences télomériques (Stansel et al., 2002). 
Dans le but de mieux caractériser la participation de la RH dans le maintien des télomères, nous 
avons modulé la recombinaison homologue dans les cellules telomèrase (+). Sa présence aux 
télomères ainsi que sa fonction de répression de la recombinaison  font  de p53 un candidat 
potentiel pour le contrôle de la recombinaison aux télomères. 
Nous avons choisi de surexprimer la mutation de P53 en His175, mutation très fréquente dans les 
cellules tumorales, définie en tant que  effecteur de  la RH dans les cellules murines (Bertrand et 
al., 1997). 
Résultats : 
Dans un premier temps, nous avons surexprimé de manière stable le transgène P53R175H. Par ce 
moyen, nous avons voulu déterminer si une stimulation de la RH pouvait induire une 
modification du profil télomérique. Le transgène P53R175H  a été surexprimé dans une lignée 
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fibroblastique humaine immortalisée par hTERT, sous-unité catalytique  de la télomérase 
nommée HCA17.3.  
 
 
R1Fig1. Caractérisation des clones HCA17.3 P53R175H 
A. Analyse de l’expression de P53 exogène  par Western Blot. Détection de la protéine P53  dans des 
extraits de cellules P53R175H non irradiées. La quantité d’actine correspond à la quantité de dépôt 
protéique de chaque extrait. Nous avons évalué le niveau de surexpression de p53 pour chaque clone: BA3 
(le control vecteur vide), et les clones sélectionnés 2D5, 4A2, 3C4, 3C5  Le statut de P53 est mentionné 
selon cette nomenclature: (+) faible expression, (++) niveau d’expression intermédiaire, (+++) forte 
expression. 
B. Carte de restriction HaeII des ADNc de p53. L’ADNc de P53 est long de 1182pb. L’ADNc de P53 
endogène présente 3 sites de restrictions  pour l’enzyme Hae II aux positions 521/539/1007. En revanche le 
cDNA  du transgène P53 R175H est dépourvue du site HaeII en position 521. Il est ainsi possible de 
distinguer le profil de P53R175 du profil de p53 endogène 
C. Analyse du polymorphisme de restrictions par migration par électrophorèse. Les cDNA sont digérés  à 
raison de 1U/échantillon pendant 2H à 37°C Les  produits de digestion sont analysés sur un gel TAE1X 
agarose 4%. La migration révèle deux profils. Une bande commune de 468 pb est observée (elle correspond 
au fragment entre les sites  539 et 1007). En revanche, le pattern de digestion de l’ADNc P53R175H se 
distingue  par un fragment plus long de 18pb c’est-à-dire 539pb au lieu de 521. Seuls les clones, exprimant 
le transgène, présentent ce fragment de 539 pb. Le statut de la surexpression est mentionnée par (+). Le 
control positif correspond au cDNA P53 R175H porté sur le plasmide à partir du PCMV-Neo-
BamhI.P53R175H  
 
Le crible des clones a été basé sur deux approches l’une permettant de mesurer le niveau global 
de P53 dans les cellules, l’autre discriminant les transcrits propres au transgène R175H. La 
première permet, par western blot, de  déterminer le niveau protéique de P53 dans ces cellules. 
Nous n’avons pas utilisé cette seule approche pour conclure au succès de nos transfections car 
l’augmentation de l’expression de P53 pourrait être la conséquence d’un autre processus (stress 
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Pour cela, nous eu recours à une approche basé sur l’étude des transcrits P53. Il s’avère que le 
cDNA codant pour la protéine  P53 endogène présente un site de restriction supplémentaire pour 
l’enzyme HaeII au site 521. Donc, le profil de digestion par Hae II des cDNA p53 endogène 
diffère de celui de P53R175H d’1 fragment d’une taille de 18pb. Ainsi, les clones surexprimant 
P53R175H présentent  un profil de digestion différent de la lignée contrôle confortant les 
résultats obtenus par western Blot. Parmi les clones sélectionnés, 4 semblent surexprimer le 
transgène avec des niveaux d’expression protéiques différents (R1-Fig1). 
Le premier volet de cette étude a porté sur la caractérisation de l’effet de cette mutation sur  la 
RH. Deux approches permettant de mesurer la recombinaison spontanée ou induite ont été 
utilisées. Tout d’abord, nous avons estimé le taux d’échanges de chromatides sœurs spontanés, 
évènements  caractéristiques de la RH. L’exposition des cellules au MNU(N-methyl-N-
nitrosurée), agent alkylant générant des cassures doubles brins, provoque une augmentation 
massive des  échanges de chromatides sœurs (SCE) dans toutes les clones, contrôle ou 
surexprimant le transgène P53. Donc, contrairement à ce qui avait été observé dans des cellules 
murines, la surexpression de p53R175H n’induit pas de modification du taux de SCE (R1-Fig2). 
L’absence d’effet peut s’expliquer par un manque de sensibilité de la technique avec laquelle il 
est difficile de mettre en évidence des régulations fines (approche plutôt macroscopique).  
Pour pallier à ce manque d’informations, nous avons utilisé  une seconde technique permettant de 
mesurer  la recombinaison in vivo à l’aide de vecteurs plasmidiques porteurs de copies GFP 
tronquées. Ainsi, la restauration de l’activité GFP se produit à chaque événement de 
recombinaison. Cette analyse a révélé ainsi une augmentation de la RH dans les clones 
surexprimant P53R175H (R1-Fig3). Cette augmentation de la RH est accrue après un traitement 
de 0,2mg/ml de MNU indiquant  que le taux de GFP varie selon le nombre d’événements de 
recombinaison. Cependant, il n’y a pas de corrélation entre  le niveau de recombinaison in vivo et 
le degré de surexpression du transgène.  
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R1-Fig2 : Mesure de la recombinaison homologue par une Approche SCE 
A. Échanges de chromatides soeurs révélées par FPG (Fluorescence Plus Giemsa). Incorporation de 0.3µg/ml de 
BrdU pendant 72h avec ou sans  0.2mg/ml of MNU dans nos clones de manière à différentier les chromatides soeurs.  
B. Analyse des échanges  SCE spontanées ou induites dans les clones HCA17.3 P53R175H. La fréquence de  
recombinaison a été établie en fonction du nombre de SCE/ chromosomes dans les différents clones traités ou non 
avec le MNU. 30 métaphases ont été analysées pour chaque clone. Le statut de la surexpression du transgène est 
mentionné selon la nomenclature établie (+) faible, (++) intermédiaire, (+++) forte. Aucune corrélation entre le statut 
P53R175H et la fréquence de recombinaison n’a pu être constaté. Le (*) indique le ratio entre le taux de SCE 
induites/taux SCE spontanées. Il permet de constater l’ampleur de l’induction des SCE après l’exposition au MNU. 
Les barres correspondent aux déviations standard.  
C. Distribution des SCE induites ou spontanées dans les clones HCA17.3 P53R175H. Les distributions des SCE 
spontanées et induites sont présentées sur le même graphique. Les histogrammes blancs symbolisent les SCE 
spontanés et les histogrammes noirs les SCE induits après l’exposition au MNU. Ce graphique permet de mieux 
apprécier l’effet de la surexpression du trangène sur les échanges de chromatides sœurs. Cette représentation 
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R1-Fig.3 Mesure des événements de RH in vivo  
A. a. Recombinaison entre les  deux séquences EGFP identiques de 300pb. La copie chimérique correspond à la 
séquence EBFP (qui code pour une protéine fluorescente bleue) qui diffère de l’EGFP de 1 acide aminé en position 
N-terminal. EBFP présente une région d’homologie de 300pb (jaune) avec la séquence EGFP. Cette région va 
recombiner avec la séquence codant pour une EGFP tronquée  (pas de signal de fin de traduction) afin de restaurer 
une forme complète de l’EGFP. La région de l’EBFP, homologue à l’EGFP, est précédé en amont d’une séquence de 
wtGFP (*)( 70% homologue de eGFP, et incapable de recombiner par RH avec EGFP) afin d’orienter la réaction de 
RH. Cette séquence est aussi présente en amont de la séquence codant pour GFP tronquée (“green”). La 
recombinaison entre ces deux régions jaunes permet la restauration de l’activité GFP. 
    b. Représentation schématique  de la construction plasmidique pBHRF avec 2 copies inactives en orientation 
directe. Cette orientation permet de détecter des événements de recombinaison inter moléculaire (ie:conversion 
génique) 
B. Surexpression de p53R175H stimule la recombinaison homologue à travers la voie RAD51. Les clones 
HCA17.3 sont transfectées avec le substrat pBHRF. 24h après la transfection, les cellules sont traitées ou non avec le 
MNU. 48h aprés la transfection les cellules sont récoltées et les résultats sont analysées par FACS . Ces résultats 
présentent le ratio de cellules exprimant la GFP indiquant la fréquence de recombinaison spontanée ou induite selon 
le traitement. (*) statistiquement significativement différent du contrôle BA3 avec une p value <0,05. 
 
 
Par la suite, nous avons caractérisé le profil télomérique de ces lignées en fonction de la 
surexpression de P53R175H. Nous avons utilisé trois approches complémentaires ;  Southern-
Blot, de Q-FISH sur métaphases (R1-Fig4) et la quantification des T-SCE (échanges de 
chromatides télomériques) (R1-Fig5). L’expression de P53R175H, ne modifiait pas la longueur 
des télomères, n’augmente pas l’hétérogénéité de leur taille et n’induit de recombinaison 
télomérique (pas des échanges de chromatides soeurs télomériques). En présence de MNU, une 
augmentation massive des SCE avait été observée ainsi qu’une augmentation de la RH mais 
aucune d’induction d’évènements de recombinaison dans les télomères (T-SCE) n’a pu être 
décelée.  
Deux résultats forts  émergent de nos travaux. 1) La mutation P53R175H augmente faiblement 
la RH dans les cellules humaines 2) L’augmentation de la recombinaison, qu’elle soit 
spontanée ou induite ne modifie pas la longueur des télomères. 
 
A B 
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R1Fig 4. Mesure de la taille des télomères dans les clones HCA17.3 P53R175H.  
A. Estimation de la taille des télomères par une analyse des TRFs fragments (Telomere restriction fragment). 
Les fragments sont obtenus après digestion de l’ADN télomérique par  les enzymes de restrictions Hinf1, Rsa1 (New 
England Biolabs). Ces fragments sont détectés par Southern Blot après l’hybridation d’une sonde télomérique 
(TTAGGG)10 marquée au dATP-32P. La quantification  de la taille des télomères est réalisée à l’aide du logiciel 
ImageQuant (Molecular Dynamics). Le statut de surexpression de P53R175H est mentionné avec (+). 
B. Distribution de la taille des télomères dans les clones HCA17.3 P53R175H 
L’analyse a porté sur l’étude de 17 métaphases par clone. La quantification de la taille des télomères est obtenue par 
Q-FISH. Les histogrammes représentent la dispersion et la variabilité des signaux télomériques par rapport à la 
moyenne établie pour l’ensemble des métaphases analysées d’un même clone. Ce diagramme présente (1) la valeur 
médiane calculée à partir des 17 métaphases (2) l’intervalle de confiance de 75% (boites) (3) la déviation standard 






Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
 
  
- 116 / 215- 
 
R1Fig 5. Analyse de la recombinaison télomérique par CoFISH dans les clones HCA17.3 P53R175H.  
A. Schéma descriptif récapitulant les principales étapes de la détection de la recombinaison télomérique par 
CO-FISH. L’incorporation du BrdU  pendant la réplication permet de différencier le brin néosynthétisé du brin 
parental. La fixation du Hoescht puis l’exposition aux UV permet la dégradation des brins néosynthétisées par Exo 
III. L’hybridation de ces chromosomes avec les sondes télomériques C ou G-riche  met en évidence la composition 
asymétrique des extrémités des chromosomes. La colocalisation de deux signaux télomériques sur l’une des 
chromatides témoigne d’un échange de chromatides sœurs. On parle de T-SCE (Telomere SCE) 
B. Métaphase hybridée avec des sondes Cy3-(TTAGGG) et FITC-(CCCTAA) 
C. Mesure de la fréquence de T-SCE spontanées ou induites par MNU dans les clones HCA17.3 P53R175H. 
Cette analyse est basée sur  l’étude d’environ 30 métaphases /clone. Les événements T-SCE ont été recensés sur 
l’ensemble des métaphases issues des clones traités ou non avec le MNU. Les échanges télomériques sont 
extrêmement rares à raison de 0 à 1 échange sur 34 métaphases. Ce nombre double après l’exposition au MNU mais 




Discussion  des résultats  
Nous pouvons cependant nous interroger  sur  la nature de l’augmentation de la RH par 
P53R175H et  des effets qui s’en suivent sur la maintenance des télomères. 
En effet, nos résultats démontrent que la surexpression du mutant P53R175H dans des cellules 
fibroblastiques humaines favorise davantage les événements de conversion génique survenues 
spontanément ou après un stress génotoxique (traitement des cellules avec le MNU). Ces résultats 
confortent les résultats observés chez le rongeur et les cellules humaines démontrant que certains 
A B 
C 
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allèles mutants de P53 stimulent les événements de conversion génique (Bertrand et al., 1997; 
Saintigny et al., 1999) (Linke et al., 2003). Cependant, nous n’avons pas mis en évidence une 
corrélation entre le niveau de surexpression du transgène et l’ampleur de l’augmentation de la 
recombinaison dans les différents clones. Les allèles mutants de P53 induisent un changement 
conformationnel des sous unités endogènes de p53. Ainsi, les hétérotetramères mixtes 
affecteraient l’activité d’inhibition de la recombinaison par  P53 en  réduisant le niveau des 
homotetramères (Chan et al., 2004; Nicholls et al., 2002). Cependant, il a été démontré que cette 
inhibition n’est pas dose dépendante. Nous supposons que l’inhibition de la RH par P53 sauvage 
ne requiert pas d’interaction coopérative avec RAD51 ou un intermédiaire de la recombinaison. 
Dans ce cas précis, le niveau d’expression du transgène P53R175H ne permet pas de prédire 
l’ampleur de la stimulation des événements de conversion génique dans les cellules humaines. 
 Aux vues des différentes stratégies adoptées pour rendre compte de l’état de la recombinaison 
dans les cellules  HCA17.3 P53R175H,  il y a une réserve quant à l’interprétation des résultats en 
faveur du  rôle de P53 dans la RH. La mesure des événements d’échanges de chromatides sœurs 
s’est avéré infructueuse, et n’a pas permis de conclure à un effet de la surexpression de 
p53R175H sur la RH spontanée ou induite. L’absence de résultats est probablement inhérente à 
cette technique qui reste peu sensible et ne permet pas de déceler des régulations plus fines. Pour 
compléter cette analyse, nous eu recours à un système basé sur des substrats in vivo. Ces vecteurs 
épisomaux porteurs de copies GFP tronquées restaurent l’expression de cette protéine par 
conversion génique (Slebos and Taylor, 2001). Cette approche nous a permis de mettre en 
évidence une augmentation significative des événements de recombinaison dans les cellules 
surexprimant le transgène P53R175H. Toutefois, cette technique comporte certaines  limites. 
L’inconvénient  majeur reste le nombre du nombre de copies transfectées par cellule. Ce 
problème fait intervenir plusieurs paramètres (méthode de transfection, efficacité de transfection, 
quantité de vecteurs transfecté) propre à cette approche. Ainsi,  certaines cellules expriment plus 
de copies que d’autres surestimant en partie le réel effet du transgène. Un système, où nous 
pouvons maîtriser le nombre de copies  de substrat semblerait plus adéquat à l’analyse du rôle de 
P53 dans la RH. De tels systèmes existent mais nécessite de nouveaux  clonages  ce que ne peut 
autoriser notre modèle  cellulaire.  
L’absence de phénotype télomérique dans ces clones soulève la question du rôle de la télomérase 
dans le contrôle de la  recombinaison aux télomères. Nous supposons que la télomérase interfère 
avec les éléments de la recombinaison RH au niveau des télomères. En effet, les événements 
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d’échanges de chromatides sœurs ont lieu  très rarement aux télomères dans les cellules 
exprimant la télomérase. Par ailleurs, plusieurs études démontrent que l’expression de la sous 
unité catalytique hTERT réprime le phénotype ALT, mécanisme faisant appel à la RH pour 
maintenir les télomères(Ford et al., 2001; Perrem et al., 1999). Par ailleurs, récemment de 
nouvelles fonctions de la télomérase ont été mises en évidence. Ainsi indépendamment de sa 
fonction d’élongation des télomères, hTERT semble impliqué dans la réparation des cassures 
doubles brins (Sharma et al., 2003) (Masutomi et al., 2005). Ces récentes découvertes soulèvent 
la question de la nature de la répression orchestrée par la télomérase, Comment  la télomérase 
réprime la RH aux télomères ? Des travaux chez C.Elegans suggèrent que la répression de la RH 
par la télomérase ne fasse pas intervenir son activité d’élongation mais probablement une autre 
fonction (Mosser B unpublished data). Toutefois, la télomérase pourrait aussi exercer un contrôle 
indirect de la recombinaison aux télomères. La taille des télomères pourrait aussi réguler 
l’activité de la RH aux télomères en autorisant  l’accès de la machinerie de recombinaison. Plus 
les telomeres sont longs, plus la densité protéique est importante et plus l’accès aux télomères est 
limité or la lignée HCA17.3 présentent des télomères >20kb. Compte tenu de sa fonction dans 




Matériels et Méthodes 
1. Lignée cellulaire : 
HCA17.3 est un sous clone de la lignée HCA-1trt, lignée BJ immortalisée par la sous unité 
catalytique Htert(Rubio et al., 2002)., ayant intégré un plasmide Psx-Neo 1.6Kb TTAGGG en 
position télomérique. Ce plasmide possède un gène de sélection Néomycine accordant un 
avantage prolifération  en présence de G418. Les cellules HCA17.3  sont cultivées en boites de 
75 cm2 dans du milieu DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium) / F12 +10% SVF (Sérum 
de Veau Fœtal), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine en présence de 
200µg/ml de G418. Les cellules sont maintenues à 37°C en atmosphère humide contenant 5% de 
CO2. A confluence, les cellules sont rincées au PBS 1x et décollées avec de la trypsine/EDTA. 
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2. Transfection stable et Sélection des clones. 
L’établissement des transfectants stables nécessite l’introduction des vecteurs d’expression dans 
les cellules de mammifères. Avant transfection les cellules sont amplifiées puis disposées dans 
des boîtes de diamètre 10 à 40% de confluence. 
Le vecteur PCMV-Neo-BamhI contenant l’ADNc codant pour la protéine mutante P53R175H 
(construction réalisé par l'équipe de T.Soussi) est linéarisé en dehors des régions nécessaires à 
l’expression du transgène et des marqueurs de sélection eucaryotes. Le gène de résistance Neo 
étant déjà présent dans les cellules HCA17.3, nous avons effectué une cotransfection avec un 
plasmide porteur d’une autre résistance aux antibiotiques pBlasticidine.  
La co-transfection est réalisée par électroporation (Pirzio et al., 2004) selon un rapport plasmide 
d’intérêt (P53R175H)/plasmide de sélection(pBlast) de 10 pour 1 afin que les cellules ayant 
intégré le vecteur de sélection, aient aussi  théoriquement intégré le vecteur d’intérêt. 20µg de 
vecteur d'expression PCMV-Neo-BamHI-P53his175 est cotransfectée avec 2µg le vecteur 
blasticidine dans 5*106 cellules  selon un programme d’électroporation adapté (310V, 1500µF). 
Ce précipitât est ensuite ajouté directement dans le milieu cellulaire et incubé sur les cellules 
pendant 16 heures. Puis les cellules sont rincées au PBS et incubées dans un milieu DMEM à 
37°C. La pression de sélection est appliquée 24h après  la transfection (blasticidine 15µg/ml) afin 
de sélectionner les clones ayant intégré les plasmides. Après environ une semaine de culture des 
clones résistants isolés apparaîssentt. Ils sont prélevés indépendamment et ensemencés dans des 
plaques de 96 puits. 
 
3. Criblage des clones HCA17.3 P53R175H 
a. Par Western Blot  
Après récupération des cellules et lavage au PBS, les culots secs de cellules sont lysés 
dans une solution hypertonique (25mM Tris-HCl pH7.5, 600mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% 
Nonidet P40, DTT 1mM, Leupeptine 5µg/ml, Pepstatine 2µM, PMSF 1mM) pendant 40 min à 
4°C puis centrifugés 30 min à 13000 rpm à 4°C. Le surnageant correspondant à la fraction 
protéique est récupéré. Les différents extraits protéiques obtenus sont dosés par la méthode 
colorimétrique de Bradford (Biorad). 20 µg d’extraits protéiques totaux de chaque échantillon 
sont dénaturés avec du tampon de Laemmli (SDS 2%, glycérol 10%, 60mM Tris pH6.8, Bleu de 
bromophénol 0,01%, 100mM DTT), puis déposés sur gel d’acrylamide à 10%. La migration 
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s’effectue dans du tampon de Laemmli (Tris Base 25 mM, glycine 20mM, SDS 1%, pH 8,3) à 
100 V pendant 2h30.   
Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Millipore) 
activée par des bains successifs de méthanol, d’eau, et de tampon de transfert (Tris base 25 mM, 
glycine 20mM, pH 8,3). La membrane est ensuite saturée toute la nuit dans un bain de TBS-
Tween (Tris 10mM, NaCl 150mM, Tween 0,05%) avec 5% de lait. Les protéines d’intérêts sont 
ensuite marquées par des anticorps primaires spécifiques. L’anticorps monoclonal P53 DO-7 
reconnaît notamment les formes p53 mutées ou sauvages et se dilue au 1/5000. La révélation est 
effectuée par chimioluminescence (kit de détection ECL Super Signal West Pico 
Chemoluninescent Substrat  de Pierce). L’ensemble des techniques utilisées pour le criblage des 
clones cellulaires par western blot est issu de « Current Protocols in Molecular Biology ».  
 
b. Par Reverse Transcription Polymerase Chair Reaction (RT-PCR) et polymorphisme de  
restrictions 
Les ARNm sont isolés à partir de 2x106  cellules avec le mini kit RNAeasy. Pour éviter les 
contaminations avec l’ADN génomique, une étape supplémentaire d’incubation à la DNAaseI est 
effectuée avant l’élution de l’ARNm. La transcription inverse est ensuite réalisée sur 0,5µg 
d’ARN total  en utilisant un oligonucléotide (dT)12-18 et la transcriptase inverse Superscript II 
suivant les recommandations du fabricant. Les amorces utilisées sont les suivantes : 
- P53-5: 5’ATGGTACCCAGTCTGAGTCAGGCCCTTCT3’ 
-  P53-6: 5’ATCTCGAGATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT3’.  
- GAPDH primers: GAPDHF1: 5’TGGCAGGTTTTTCTAGACGGC 3’   
- GAPDHR2 : 5’TCATCCATGACAACTTTGGTATCG 3’ 
Les échantillons  ont été incubés 5 minutes à 95°C puis ont subi 40 cycles de PCR (95°C 30s 
dénaturation, annealing à 55°C 1mn et l’élongation à 72°C 1mn).  
Les produits d’amplifications sont ensuite digérés par Hae II, révélant un polymorphisme de 
restriction entre P53R175H et  P53 endogène. Les produits de digestions sont séparés par 
électrophorèse sur un gel d’agarose TBE 1X agarose 4%   10V/cm  pendant 4H afin de mettre en 
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4. Mesure de la Recombinaison Homologue 
a. Analyse des  échanges de chromatides sœurs:  FPG (Fluorescence Plus Giemsa) 
Le principe de l’analyse des échanges de chromatides sœurs  repose sur une coloration 
différentielle des deux chromatides sœurs de chaque chromosome en mitose. Pour cela un 
analogue de la thymidine, le BrdU est incorporé  à l’ADN durant deux générations. Les cellules 
sont traitées de façon à créer une différence de coloration entre les deux chromatides qui n’ont 
pas le même taux d’incorporation de BrdU. Il est important  que  les cellules soient cyclantes 
durant toute l’expérience afin d’obtenir  un taux de mitose correct. Le BrdU est ensuite ajouté à 
une concentration de  0.3µg/ml au milieu de culture à 37°C durant deux générations (~72h). Pour 
mesurer les SCE induites par le MNU, les cellules sont incubées durant la deuxième génération 
en présence de 0,2mg/ml de MNU.  
Avant le prélèvement les cellules sont bloquées  en métaphase en présence de la colchicine 
(10µg/ml) pendant 1h30, inhibant ainsi  la mise en place du fuseau  mitotique. Les cellules sont 
traitées par la trypsine et centrifugées à 1400rpm. Les cellules sont par la suite éclatées dans une 
solution  hypotonique KCl 0,075M et à 37°C. Après éclatement, les cellules sont par la suite 
fixées dans une solution éthanol 75%, acide acétique 25% et étalées sur des lames puis congelées 
à –20°C. Les étalements sont incubés dans une solution de Hoechst (N° 33258) à 10µg/ml durant 
20 min à l’obscurité, puis rincés à l’eau. Les métaphases sont ensuite dénaturées  en exposant les 
lames UV, en présence de 2X SSC. Les lames sont ensuite mises au bain marie à 60°C pendant 
10 min. Les étalements sont enfin colorés dans une solution de giemsa 3% et dans un tampon 
phosphate (KH2PO4) à1.5%. 
 
b. Mesure de la recombinaison homologue in vivo  
Ce test repose sur la restauration de l’activité eGFP après des événements de recombinaison 
homologue. Deux copies tronquées altérées, codent pour une forme GFP dépourvues de  d’1aa 
domaine N-Terminal et l’autre uniquement pour le domaine C-Terminal de la protéine eGFP. 
Seules, ces formes chimères ne permettent pas de restituer une activité GFP. En revanche, des 
événements de recombinaison entre ces deux formes génèrent une copie codant pour une  
protéine eGFP fonctionnelle. Ainsi, la reconstitution d’une fluorescence verte correspond à un 
échange homologue entre les deux copies inactives. Les mécanismes mises en place diffèrent 
selon l’orientation des copies tronquées : orientation directe ou orientation inversée. Dans notre 
cas, l’orientation des copies sera directe afin d’estimer les événements de conversion génique. Ce 
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test ne reflète que transitoirement l’état de la recombinaison homologue dans la cellule. 106 
cellules sont transfectées avec 2µg de vecteur pBHRF par électroporation selon les 
recommandations du fournisseur (Amaxa®). Les cellules sont par la suite resuspendues et 
ensemencées dans des boites de culture 10cm de diamètre. Après 48h, ces cellules sont récoltées 
et fixées au PAF 2% (Paraformaldehyde). 50 à 100 10*3 cellules/ conditions sont analysées par 
cytométrie en flux FACS calibur (Beckmann Dickison San Jose,CA). Les efficacités de 
transfection  sont estimées en comptant le nombre de cellules exprimant la protéine EGFP  après 
l’expression d’un vecteur  pEGFP sur le nombre total de cellules. L’efficacité de recombinaison 
est estimée en recensant le nombre de cellules exprimant la protéine EGFP suite à l’expression du 
plasmide pBHRF rapporté au nombre total de cellules analysées mais aussi pondéré par 
l’efficacité de transfection (Slebos and Taylor, 2001).  
 
 5. Mesure de la taille des télomères  
a. Evaluation de la taille des télomères par Southern Blot 
Une fois extrait, 5µg d’ADN génomique sont digérés par les enzymes RsaI/HinfI (5U/ µg 
d’ADN). Les fragments sont séparés sur un gel d’agarose 1% 0,5X TBE  selon une migration par 
un champ pulsé  de  6V/cm pendant 25H. Le gel est dénaturé dans une solution de 0,4N NaOH  
puis transféré sur une  membrane de nylon (Hybond XL, Amersham). Cette membrane est ensuite 
hybridée à l’aide d’une sonde télomérique (TTAGGG)6  marquée en 5’au 32P-ATP dans une 
solution de CHURCH à 55°C. La membrane est enfin exposée à un écran Phosphoimager et 
l’acquisition des profils densitométriques se fait à l’aide du  Scanner Typhoon (Amersham.).  
b. Evaluation de la taille des télomères par PNA-FISH 
L’hybridation  in situ s’effectue sur des cellules métaphasiques et interphasiques à l’aide d’une 
sonde télomérique PNA (CCCTAA)3 marquée à la Cyanine 3 (Perceptive Biosystem). Les 
hybrides PNA-ADN sont très stables. L’intensité de fluorescence est proportionnelle  à la 
quantité de répétitions télomériques ciblés (Lansdorp, 1996). Les étalements sont fixés à 2 
reprises  dans une solution de formaldéhyde 4% puis subissent une digestion à la pepsine 
(1mg/ml,ph=2, 10min,37°C) afin de faciliter l’accès de la sonde aux extrémités chromosomiques. 
Après une série de lavages, fixation et déshydratation, les lames sont dénaturées à 80°C suivie 
d’une hybridation de  la sonde télomérique à 37°C pendant 2h. Une fois rincées, les lames sont 
contrecolorées au DAPI (1ng/ml) et montées en lames/lamelles avec une interface PPD. Les 
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lames sont observées à l’aide d’un microscope à épifluorescence Leica couplé à une caméra 
CCD. La capture et l’analyse des métaphases sont réalisées à l’aide du logiciel Aphelion. Pour 
chaque métaphase analysée, le signal télomérique a été quantifié après avoir extrait le bruit de 
fond. La quantification du signal prend en compte le temps d’intégration du signal  fluorescent 
permettant de normaliser les résultats. Pour chaque clone, 17 métaphases ont été analysées sur 
une même préparation chromosomique. 
6. Mesure des échanges télomériques par CO-FISH (Chromosome Orientation FISH) 
a. Principe 
Ces échanges télomériques ne sont pas détectables par des analyses conventionnelles de détection 
(ex: analyse SCE), quantifiant seulement les échanges dits génomiques. En revanche,  les 
échanges télomériques peuvent être visualisés par une approche plus spécifique faisant appel à 
une hybridation particulière appelé CO-FISH (Chromosome Orientation FISH). Cette technique 
d’hybridation est habituellement utilisée  pour déterminer l’orientation des séquences le long des 
chromosomes. Elle est basée sur la dégradation spécifique des brins néosynthétisés ayant 
incorporé un analogue de la thymidine (BrdU) lors de la réplication de l’ADN. A cause de leur 
composition asymétrique, chaque brin est identifié séparément sur des chromatides sœurs 
différentes. En revanche, si un échange post réplicatif se produit, les extrémités chromatidiques 
présentent une co-localisation des signaux télomérique  indiquant que des échanges ont eu lieu. 
Ces échanges ont probablement lieu entre les chromatides sœurs, uniquement au niveau 
télomériques(Bechter et al., 2004b; Londono-Vallejo et al., 2004). 
 
b. Protocole 
Les cellules sont cultivées en présence de 0,3µg/ml 5-bromo-2-deoxyuridine (BrDU): (Sigma, 
St.Louis, MO) pendant tout un cycle cellulaire. La récolte et l’étalement des chromosomes 
métaphasiques sont réalisés selon des procédures décrites précédemment. Les étalements sont 
ensuite traitées avec la RNAase A pendant 10 min à 37°C (0.5 mg/ml) afin d’éliminer toute 
risque de contamination RNA. Les étalements sont incubés dans une solution de Hoechst (N° 
33258) à 10µg/ml durant 20 min à l’obscurité, puis rincés à l’eau. Les métaphases sont ensuite 
dénaturées  en exposant les lames UV (365nm). Les brins néosynthétisées, ayant incorporé le 
BrdU,  sont digérés par l’Exonucléase III (3 units/µl; Promega, Madison, WI) dans une solution 
de 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2, et 5 mM DTT pendant 10 minutes à température 
ambiante. Ensuite, les séquences simples brins générées sont hybridées avec des sondes 
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télomériques fluorescentes selon le protocole de hybridation  in situ  des séquences télomériques 
(PNA-FISH), exposé plus haut. Les sondes PNA Cy3-(TTAGGG) et FITC-(CCCTAA) sont 
hybridées à tour de rôle dans le but de limiter les associations aspécifiques. Une fois 
contrecolorées, Les lames sont observées à l’aide d’un microscope à épifluorescence Zeiss 
Axioplan  couplé à une caméra CCD. La capture et l’analyse des métaphases sont réalisées à 
l’aide du logiciel Metasysems (GmbH). 
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Chapitre II : Implication du NHEJ et de la RH dans la maintenance des télomères. 
 
1. Inhibition des voies du NHEJ et HR et conséquences sur la radiosensiblilité 
 
Afin d’étudier dans un modèle syngénique, les relations éventuelles entre les mécanismes de la 
recombinaison et la maintenance des télomères, nous avons choisi de tirer profit des opportunités 
offertes par l’ARN interférence, technique permettant de réduire le niveau d’expression d’un 
gène. L’utilisation de vecteurs pEBV siRNA permet d’obtenir des clones présentant de faibles 
niveaux d’expression (Biard et al., 2005). Ce système permet d’obtenir une réduction importante, 
spécifique et à long terme (plus de 300 jours en culture) de l’expression d’un gène cible. 
Plusieurs mois après la  transfection, ces vecteurs demeurent episomaux et associés aux 
chromosomes. Toutefois l’arrêt de la sélection provoque la perte du vecteur ARNi et la 
restauration de l’expression.  
Nous avons utilisé ce système de vecteurs EBV-siRNA afin de réduire l’expression des protéines 
clés du NHEJ (DNA-PKcs, XRCC4, Ligase IV, Ku70) et de la RH (RAD51, RAD54) dans des 
cellules HeLa. Le choix de XRCC4, Ku70 et des protéines de la RH est  particulièrement 
intéressant puisque aucune lignées humaine mutée pour ces protéines n’est disponible à ce jour. 
Les clones obtenus, indexés avec KD, présentent un taux d’expression basal très faible 
démontrant toute l’efficacité du système (R2-Fig1). Cette inhibition persiste dans le temps. Notre 
analyse va porter à la fois sur l’étude des clones établis transitoirement mais aussi sur ceux établis 
à plus long terme. Seule l’inhibition de RAD51 a soulevé quelques interrogations. En effet, 
l’expression prolongée du vecteur pEBV-siRAD51 conduit à une réduction de moins de 50% 
alors que la réduction dans les autres clones avoisine les 90% (R2-Fig1B,C).  
La réduction de l’expression des gènes  du NHEJ et de la RH  permet  d’établir un phénotype 
comparable à celui des cellules provenant de patients humains radiosensibles dans les lignées 
Hela. En effet, la diminution de l’expression entraîne une augmentation sensible de la sensibilité 
aux irradiations. Il est intéressant de noter que les cellules déficientes pour le NHEJ sont plus 
sensibles aux agents génotoxiques que les mutants  de la RH. 
La diminution de l’expression des gènes  XRCC4, DNA-PKcs, et Ligase IV sensibilise les 
cellules à divers agents génotoxiques comme les RI ou le VP16(Biard, 2007). Par ailleurs, les 
cellules invalidées pour le NHEJ ou la RH présente une intolérance aux doses aigues 
d’irradiation(Biard, 2007). Le blocage consécutif à l’irradiation est altéré puisque les cellules sont 
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R2-Fig1. Caractérisation des clones Hela RHKD et NHEJKD  
A. Caractérisation des clones Hela DNA-PKcsKD  et XRCC4KD. Coloration par immunofluorescence des 
clones XRCC4KD (86 jours en culture) DNA-PKcs KD (161 jours en culture) et du clone  contrôle avec les 
anticorps anti-DNA-PKcs et anti-XRCC4. 
B. Caractérisation des clones Hela HRKD par RTPCR. RTPCR est réalisé à partir d’ARNm extraits des clones 
contrôle, RAD51KD (inhibition J+88) et RAD54KD (inhibition J+96). La quantité d’ARNm déposée est 
déterminée par le niveau d’expression de GAPDH. 
C. Caractérisation des clones RAD51KD stable. Coloration Immunofluorescence des clones RAD51KD (362 
jours en culture), du clone  contrôle avec les anticorps anti-RAD51. L’efficacité de l‘inhibition  de RAD51 
est moins prononcée que chez les clones DNA-PKcsKD  et XRCC4KD. 
 
2. NHEJ in vitro 
Afin d’estimer le NHEJ dans nos clones, nous avons eu recours à un  test basé sur l’utilisation 
d’un substrat d’ADN simple qui permet d’étudier la ligature d’extrémités cohésives ou 
non-homologues  en présence d’extraits protéiques. Ce test a mis en évidence dans une première 
étude la dimuntion drastique de l’activité NHEJ dans les cellules DNA-PKcsKD, XRCC4KD 
(Despras et al., 2007). Nous avons mis en évidence  une réduction de 43% de l’efficacité de 
réparation dans les cellules LIGIVKD (R2-Fig2) corrélant une réparation NHEJ déficiente à  la 
radiosensibilité observée. L’utilisation du test de NHEJ in vitro a mis en évidence une altération 
de la voie NHEJ dans le clone RAD54KD avec une augmentation de l’efficacité de 70% (R2-fig2). 
Ceci est d’autant plus surprenant que RAD54, appartenant à la voie de la RH n’a jamais été décrit 
comme inhibant des étapes clefs du NHEJ. Toutefois cette augmentation peut traduire la 
compétition qu’il règne entre le NHEJ et RH. Ainsi, l’inhibition de  RAD54 altèrerait la 
recombinaison homologue et favorise par défaut le NHEJ. 
C 
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R2-Fig2. Efficacité NHEJ in vitro pour les clones Hela RH et NHEJ KD 
A. Séparation des produits NHEJ sur gel d’agarose obtenus. Les extraits  cellulaire des clones Control KD 
Hela control, Ligase IV KD clone 3 (inhibition J+139), RAD54KD clone 5 (inhibition J+185) sont compétents 
pour le NHEJ in vitro. 10ng de substrat sont incubés en présence de 40µg d’extraits cellulaires. La 
configuration des extrémités des substrats est indiquée au dessus des gels PStI (3’ cohésives) ou BstX 
(franches). Suite à cette réaction, plusieurs produits sont formés: des multimères linéaires de taille variée 
(M) correspondant à des jonctions intermoléculaires, des produits circulaires monomériques correspondent 
à des jonctions intramoléculaires et regroupent des intermédiaires ouverts (OC de l’anglais open circle, 
forme circulaire relaxée) et des plasmides entièrement re-circularisés (CCC de l’anglais covalently closed 
circle, forme circulaire super-enroulée), le substrat linéaire résiduel (L). Les produits sont analysés par 
southern blotting. 
B. Comparaison de l’efficacité  de réparation du NHEJ entre les clones Ligase IVKD et RAD54KD selon la 
configuration des extrémités du substrat: 3’cohésives (PSTI) ou franche (BSTX). Valeurs obtenues après 
quantification au phospho-imager des différents produits de réparation en (A) ; efficacité = (ccc+oc+ 
M)/(ccc +OC+M+L) x 100). Les valeurs représentées expriment l’efficacité normalisée du NHEJ (rapport 
efficacité du clone/control). 
 
 
3. L’effet à court terme de l’inhibition de RH et NHEJ sur la maintenance des 
télomères 
 
Le NHEJ et la RH constituent  des acteurs majeurs de la stabilité du génome. Le lien qu’il existe 
entre la radiosensibilité et les télomères repose en outre sur l’interaction des protéines de la 
réparation avec les télomères. Divers travaux réalisés chez les mammifères démontrent que les 
éléments du NHEJ ou RH participent au maintien de la fonction des télomères. Ainsi, les 
membres du NHEJ comme DNA-PKcs ou Ku86 sont impliqués activement dans la protection et 
la régulation de la taille des télomères ainsi que RAD54 ou RAD51D appartenant à la RH. Notre 
étude vise à déterminer  chez l’homme l’impact  de l’absence transitoire ou prolongée des voies 
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nous aborderons dans un premier temps les conséquences d’une dérégulation transitoire  des 
voies de la recombinaison sur le maintien des télomères.  
A court terme, l’inhibition des gènes codant pour le NHEJ ou  la RH n’altère pas la taille des 
télomères (R2-Fig3). En revanche, l’invalidation du NHEJ et de la RH déstabilise les télomères. 
L’analyse cytogénétique des clones DNAPKcsKD, Ku7 KD, LIGIVKD et RAD51KD  RAD54KD 
obtenus transitoirement  révèle que leurs télomères sont perdus  systématiquement  indiquant une 
déprotection des télomères (R2-Fig4). En effet, les clones  DNAPKcs KD, Ku70 KD perdent en 
moyenne 8 à 9 telomeres /cellules alors que le clone controle n’en perd que 3 en moyenne. Cette 
perte est encore plus prononcée dans le clone LIGIV KD puisqu’en moyenne 21 télomères sont 
perdus par cellule. Ces valeurs elevées sont aussi retrouvées chez les cellules abolissant 
partiellement la protéine RAD51 après 5 jours à hauteur de 20 télomères perdus/metaphases. 
Ainsi, dans ces clones, prés de 12% des télomères sont perdus pouvant générer une forte 
instabilité du génome (R2-Fig4).  
Pourtant, ce dysfonctionnement télomérique ne se manifeste pas par une apparition de 
chromosomes dicentriques aberrations majeures, observés habituellement  après une érosion trop 
importante ou une altération de la structure des télomères.  
Dans le cas de XRCC4, aucune instabilité télomérique (5,32 telomeres perdus/ metaphases (R2-
Fig4) n’a été notée mais il demeure que son absence provoque une instabilité chromosomique 
avec 0,7 cassures chromosomiques/cellule. De plus, une instabilité similaire est observée dans les 
cellules RAD51KD  témoignant de l’importance des voies de la recombinaison dans la stabilité 
chromosomique.   
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R2-Fig3. Mesure de la taille des télomères des clones Hela RH et NHEJ KD 
A. Estimation de la taille des télomères des clones NHEJ transitoires (J+7) XRCC4 KD, Ku70KD, DNA-
PKcsKD, LigIVKD, LigIII KD par une analyse des TRFs fragments (Telomere Restriction Fragment). Les 
fragments sont obtenus après digestion de l’ADN télomérique par  les enzymes de restrictions Hinf1, Rsa1 
(New England Biolabs). Ces fragments sont détectés par Southern Blot après l’hybridation d’une sonde 
télomérique (TTAGGG)10 marquée au dATP-32P. La quantification  de la taille des télomères est réalisée à 
l’aide du logiciel ImageQuant (Molecular Dynamics). La taille des marqueurs de poids moléculaire est 
indiquée ci-dessus en Kb.  
B. Estimation de la taille des télomères des clones RH transitoires (J+7) RAD51KD, RAD52KD, RAD54KD 
par une analyse des TRFs fragments (Telomere Restriction Fragment). 
C. Estimation de la taille des télomères des clones  stables NHEJKD XRCC4KD cl.9 (J+276), DNA-PKcsKD 
cl.1 (J+380), LigIVKD cl.3 (J+130), LigIIIKD cl.9 (J+134). 
D. Estimation de la taille des télomères des clones  stables RHKD RAD51KD cl.2 (J+127), RAD51KD cl.3 
(J+127), RAD52KD cl.2 (J+154), RAD52KD cl.3 (J+154), RAD54KD cl.5 (J+134), RAD54KD cl.9 (J+134). 
E. Estimation de la taille des télomères des clones  stables Ligase III KD cl.9 , RAD52 KD (J+140) 
C D E 
B A 
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R2-Fig4. Analyse de la stabilité des télomères dans les clones HR et NHEJ KD 
A. Exemples d’aberrations chromosomiques retrouvées dans les clones Hela HRKD et NHEJKD . La 
détection est réalisée par hybridation in situ de l’ADN télomérique avec une sonde PNA (TTAGGG)-Cy3, 
ADN centromèrique marqué par une sonde pan-centromérique-FITC. (I) Perte d’une séquence télomérique; 
Perte de 2 télomères sur des chromatides distinctes (II); Doublets télomériques (III) ; cassures 
chromosomiques (IV).  
B. Fréquences des aberrations chromosomiques télomériques dans les clones  transitoires Hela HRKD et 
NHEJKD (J+7). Recensement des anomalies télomériques: Perte de 1 ou 2 télomères issus du même bras 
chromosomique; Doublets télomériques sur 1 ou 2 chromatides; Cassures chromosomiques sur une ou deux 
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au nombre moyen d’événements par métaphase analysée. (*) signifie significativement différent du contrôle 
avec un risque p<0.05 (test t non apparié). 
C. Fréquences des aberrations chromosomiques télomériques dans les clones  stables Hela HRKD et 
NHEJKD (inhibition> 100jours) Contrôle,  XRCC4KD cl.9 (J+ 258), DNAPKcs cl.1 (J+ 352),  LigIV cl.11 
(J+ 119),  RAD51KD cl.3 (J+120),  RAD52KD cl.2 (J+135) ,  RAD54KD cl.5 (J+127). Les valeurs exprimées 
correspondent au nombre d’événements par métaphase ± Ecart type. 
D. Analyse de la stabilité des clones transitoires et stables LigIII KD/RAD52 KD. Clones stables Ligase III 




R2-Fig5. Contribution relative du NHEJ et de RH dans la stabilité des télomères 
Hybridation in situ de l’ADN télomérique avec une sonde PNA (TTAGGG)-Cy3, ADN centromèrique marqué par 
une sonde pan-centromérique-FITC. Recensement des anomalies télomériques:(1) Perte télomériques (1ou 2 
télomères provenant du même bras chromosomique); (2) perte des télomères associées à des cassures télomériques (1 
ou 2 telomeres associées à une cassure). Les pertes télomériques associées à des cassures correspondent à des 
signaux télomériques libres (spots rouges) associée à de l’ADN génomique révélée au DAPI.  Cette étude a été 
réalisée sur les clones Contrôle,  XRCC4KD cl.9 (J+ 258), DNAPKcs cl.1 (J+ 352),  LigIV cl.11 (J+ 119),  RAD51KD 
cl.3 (J+120),  RAD52KD cl.2 (J+135) ,  RAD54KD cl.3 (J+127). Les valeurs exprimées correspondent au nombre 
moyen d’événements par métaphase analysée. (*) signifie significativement différent du contrôle avec un risque 
p<0.05 (test t non apparié) 
 
4. L’effet de l’inhibition  prolongée des protéines de RH et NHEJ sur la maintenance 
des télomères   
 
Nous avons donc poursuivi notre analyse sur les effets d’une inhibition à long terme des 
membres du NHEJ et de la RH. Dans un premier temps, nous avons dû nous résoudre à ne pas 
étudier Ku70. En effet, après seulement 10 jours l’inhibition de Ku70 s’avère être létale pour les 
cellules Hela.  
L’inhibition prolongée de la LIG IV conduit à une réduction drastique de la taille des télomères 
(4,5 kb contre 8-9 kb pour le clone contrôle). Une réduction de la taille est aussi constatée pour le 
clone XRCC4KD  (taille moyenne à 6kb). Au contraire, l’inhibition de DNA-PKcs induit un 
allongement des télomères à hauteur de 12 kb confortant les données décrites dans la littérature 
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(R2-Fig3). En absence de RAD51 et RAD54, nous avons assisté un raccourcissement plus ou 
moins marqué selon le clone analysé (R2fig3). Les modifications de la taille ne semblent pas etre 
causées par des variations de l’activité télomèrase. En effet, le dosage de l’activité télomérase in 
vitro ne révéle aucune modification significative dans les clones Hela NHEJ KD et HR KD 
(résultats non présentés). 
Une étude comparative long terme/ court terme nous révèle que la majorité des anomalies 
induites transitoirement ne persistent pas dans le temps indiquant que les anomalies induites 
interfèrent avec le bon fonctionnement de la cellule et sont donc éliminées par mort cellulaire. En 
effet, la proportion de pertes télomériques ou de doubles signaux dans les clones NHEJ KD, 
(LiGIV, DNAPkcs, XRRC4) diminue drastiquement. En effet, prenons l’exemple du clone 
LIGIV KD  le taux de pertes de télomère est de 3 téloméres perdus/cellule aprés 119 jours 
d’inhibition  alors que celui-ci avoisiné les 21 téloméres perdus après 5 jours d’inhibition 
(R2fig4). Par contre,  les cellules dépourvues de RAD51 et RAD54 conservent un nombre élévé 
de téloméres perdus  (respectivement 10 et 15 télomères perdus par cellule) (R2-Fig4). Aux vues 
des résultats à long terme,  il apparaît que les cellules déficientes pour la RH sont plus instables 
que celles pour le NHEJ.   
L’inhibition des 2 voies conduit aux mêmes conséquences c'est-à-dire à un phénotype  
d’instabilité mais les mécanismes à l’origine de ces pertes demeurent méconnus. Dans le but de 
déterminer si la RH a un rôle distinct du NHEJ dans la protection des télomères, nous avons 
affiné l’analyse de la perte télomérique en distinguant la perte d’1 ou 2 télomères associés ou non 
avec un fragment extrachromosomique. La présence d’un fragment télomérique 
extrachromosomique traduit une cassure subtélomérique venant de se produire au cours de la 
division cellulaire. Il s’avère que les aberrations observées dans les mutants du NHEJ diffèrent de 
celle observées dans les mutants de la RH. Pendant que les mutants du NHEJ présentent des 
pertes de télomères associées avec des cassures en régions subtélomériques, la dérégulation de la 
RH cause  la perte des télomères (R2-Fig5).  
Ces résultats suggèrent que le NHEJ prendrait en charge la réparation des cassures télomériques 
et subtélomériques (maintien d’architecture télomérique) alors que RH dans la structure des 
télomères ou de la réplication. 
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5. Résultats complémentaires : L’invalidation des protéines du B-NHEJ (ligase III) et 
de la recombinaison RAD52.  
Comme nous l’avons exposé au cours de notre introduction, la réparation des cassures doubles 
brins fait intervenir 2 composantes, une composante dite rapide dépendante de la protéine 
DNAPKcs et une composante de réparation plus lente indépendante de DNAPkcs dite B-NHEJ. 
Ce B-NHEJ fait appel à plusieurs composants parmi lesquels on retrouve la Ligase III. 
L’implication de B-NHEJ dans la maintenance des télomères n’a pas encore été décrite, et dans la 
perspective d’étudier le rôle du D-NHEJ, il semblait logique de préciser aussi  la participation de 
B-NHEJ. 
Parallèlement, nous avons choisi d’inclure dans notre étude un autre membre de la 
recombinaison, RAD52,  très peu décrit pour sa contribution télomérique dans les cellules de 
mammifères. Chez la levure, RAD52 joue un rôle essentiel dans la mise en place du mécanisme 
ALT dans les levures dépourvues de télomérase. Par contre, les télomères ont une taille normale 
dans un mutant RAD52-∆ indiquant que la recombinaison n’est pas essentielle au maintien de 
l’équilibre de la taille des télomères (Dunn et al., 1984). Chez les mammifères, RAD52, favorise 
le recrutement de ERCC1 lors du SSA, mais l’absence de RAD52 ne se traduit par des 
phénotypes marqués comme c’est le cas pour RAD51 ou RAD54. 
Nous avons pu établir des lignées RAD52KD et LigaseIIIKD. L’extinction de la ligase III perdure 
lors de la culture et des facteurs lui étant associé sont aussi réprimés tels que XRCC1 
(communication personnelle Biard DS). Dans le cas de RAD52,  son extinction n’influence pas 
l’expression des autres partenaires RAD54 et RAD51. Ces clones tolèrent les rayonnements 
ionisants et ne semblent pas être impliqués directement dans la réponse aux dommages 
radioinduits. (Biard, 2007). L’influence de la LigaseIII dans la réparation des CDBs a aussi été 
testée par le test d’activité in vitro NHEJ. De manière, surprenante l’extinction de Ligase III 
stimule l’efficacité globale du NHEJ (augmentation de 168%) ce qui expliquerait alors sa 
tolérance pour les cassures radioinduites.  
Leurs contributions respectives  ont été testées au même titre que les membres du D-NHEJ et de 
la RH. L’inhibition à court terme de la  Ligase III déstabiliserait aussi les télomères avec un taux 
assez conséquent de pertes de télomères (en moyenne 14 télomères/métaphases) (R2-Fig4). Dans 
le même temps, l’inhibition de RAD52 n’affecte pas la stabilité des télomères. 
A long terme, l’extinction prolongée de RAD52 ou de la Ligase III n’altère pas de manière 
significative la structure des télomères (R2-Fig2). Par contre un raccourcissement des télomères 
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est observé dans les cellules RAD52KD alors que l’inhibition de la Ligase III n’affecte pas la 
longueur des télomères.  
Aux vues de ces données, la Ligase III pourrait participer à la protection des télomères pendant 
que RAD52 contribuerait au contrôle de la  longueur des télomères. 
 
Discussion  des résultats  
Contre toute attente,  l’absence prolongée ou non des protéines Ku et DNA-PKcs n’engendre pas 
de fusions télomériques. Les fusions télomériques résultent d’événements  faisant intervenir le 
mécanisme NHEJ. Dans ce cas, l’absence de fusions indiquerait un défaut majeur du NHEJ dans 
notre lignée cellulaire. Cependant, seule une altération partielle de l’activité NHEJ a été mise en 
évidence dans les clones DNApkcs KD /Ligase IV KD /XRCC4 KD, écartant le scenarii d’une 
probable dérégulation du NHEJ responsable de la non fusions des télomères. Cette absence met-
elle en lumière un dysfonctionnement d’un mécanisme autre que le NHEJ propre aux  cellules 
Hela ? Pour répondre à ces questions, plusieurs expériences sont en cours de réalisation  afin de 
préciser le réel statut de nos clones face aux fusions. Dans un premier temps, l’apparition 
spontanée de chromosomes remaniés (composés de fragments chromosomiques issus de 
différents chromosomes) sera étudiée, ces remaniements sont la manifestation de fusions 
(télomériques ou non), dans  les clones établis transitoirement ou à plus long terme. Il s’agit de 
détecter des fusions très précocement, si elles se produisent, et de déterminer leurs  persistances 
au cours de la sélection clonale. Il est clair que même dans un certain contexte génétique, les 
fusions se forment rarement spontanément. Ainsi, nous avons soumis nos clones  à un stress 
génotoxique (l’irradiation) afin de produire un certain nombre de cassures chromosomiques 
susceptibles d’interagir avec des téloméres endommagés. Les remaniements occasionnés 
impliquant un chromosome lésé et une extrémité chromosomiques seront recensés et permettront 
d’établir la capacité  de la cellule à fusionner ses extrémités « naturelle » ou « artificielles ». 
Parmi les autres manifestations d’un dysfonctionnement des télomères, nous avons relevé  
plusieurs doublets télomériques. L’origine de ces doublets encore peu expliquée dans la 
littérature. Certains les  présentent comme des stigmates d’une lésion télomérique mal ou non 
réparée. En effet, les séquences télomériques  sont considérées comme des régions difficilement 
réparables comparées à d’autres séquences répétées du génome. Ceci semble être lié à la nature 
même de la structure des télomères, dense et très compacte,  interdisant leurs accès à la 
machinerie de réparation. La recherche de marqueurs spécifiques des cassures doubles brins a 
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permis de mettre en évidence certains foci H2AX (marqueurs de cassures doubles brins) aux 
niveaux de ces doublets  télomériques.  
Ces doublets peuvent aussi correspondre à la reprise de la réplication des télomères après avoir 
rencontré une région télomérique endommagée. Face à une cassure télomérique, la machinerie de 
réplication décrocherait pour poursuivre, plus en aval, la réplication  des télomères. Il serait alors 
intéressant de déterminer la fréquence de ces doublets dans des cellules traitées par des 
inhibiteurs de la réplication (HU, mimosine, aphidilcolin). 
Afin de compléter notre analyse, relative à la maintenance des télomères, nous avons entrepris de 
mesurer les événements de recombinaison télomériques dans les clones établis. Nous établirons le 
statut de la RH  aux télomères et dans le reste du génome à l’aide d’une approche faisant état des 
échanges de chromatides sœurs dans les clones Hela. La fréquence des SCE aux télomères (T-
SCE) sera pondérée à celle observée dans le reste du génome. Par ce biais, nous saurons si le 
phénotype télomérique  témoigne d’un déséquilibre global ou bien résulte d’une altération 
spécifique illustrant le  lien entre la maintenance des télomères et la recombinaison. 
 
Matériels et Méthodes 
 
1. Design des shRNA pEBV 
Les stratégies de design et de clonage  des ShRNA dans les vecteurs pEBV ainsi que 
l’établissement des clones Hela ont été décrit. Brièvement, l’étape clef de l’interférence par ARN  
réside dans la reconnaissance  des messagers par de petits ARN. Ces séquences de 21 nt vont 
cibler les ORF d’un gène précis. Ces séquences sont designées à l’aide d’un logiciel siSearch 
auxquelles quelques  modifications sont apportées(Elbashir et al., 2001; Tuschl, 2001). Une fois 
synthétisées, ces séquences vont être clonées dans un vecteur pEBVsiRNA-LacZ portant une 
cassette de résistance à l’hygromycine B. Ces vecteurs  portent le promoteur H1 reconnu par 
l’ARN pol III qui contrôle la transcription des séquences shRNA produisant in vivo des petites 
séquences siRNA. Le criblage bleu/blanc permet d’isoler les bactéries présentant le vecteur 
pEBV recombinant ayant intégré les séquences codantes pour les shRNA. Pour chaque gène, 2 à 
4 vecteurs sont testés à court et long terme. L’efficacité de l’inhibition, le maintien de cette 
répression dans le temps constituent autant de critères susceptibles de sélectionner le vecteur 
adéquat afin d’établir une lignée stable(Biard et al., 2005).  
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2. Culture cellulaire 
Les cellules Hela sont cultivées en boites de 75 cm2 dans du milieu DMEM (Dulbecco Modified 
Eagle’s Medium) / F12 +10% SVF (Sérum de Veau Fœtal), 100 U/mL de pénicilline et 100 
µg/mL de streptomycine. Les cellules sont maintenues à 37°C en atmosphère humide contenant 
5% de CO2. A confluence, les cellules sont rincées au PBS 1X et décollées avec de la 
trypsine/EDTA. Les clones établis à long terme sont maintenus sous pression de sélection en 
présence de 125µg/ml  d’Hygromycine B(Biard et al., 2005).  
L’établissement des transfectants stables nécessite l’introduction des vecteurs 
d’expression pEBV-shRNA-LacZ dans les cellules Hela. Avant la transfection, les cellules sont 
amplifiées puis disposées dans des boîtes de diamètre 6 à 40% de confluence. 2µg de vecteur 
d'expression pEBV-shRNA-LacZ sont précipités avec 3 µl de Lipofectamine2000 (Invitrogen). 
Ce précipitât est ensuite ajouté directement dans le milieu cellulaire et incubé sur les cellules 
pendant 16 heures. Puis les cellules sont rincées au PBS et incubées avec du milieu frais. La 
pression de sélection est appliquée 24h après  la transfection (Hygromycine  250µg/ml) afin de 
sélectionner les clones ayant intégré les plasmides. Après environ une semaine de culture, des 
clones résistants isolés apparaissent et  les clones retenus seront sélectionnés par Western blot ou 
par coloration immunocytochimique (Biard et al., 2005).  
 
3. Western Blot et Immunofluorescence 
Après récupération des cellules et lavage au PBS, les culots secs de cellules sont lysés dans une 
solution hypertonique (25mM Tris-HCl pH7.5, 600mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% Nonidet P40, 
DTT 1mM, Leupeptine 5µg/ml, Pepstatine 2µM, PMSF 1mM) pendant 40 min à 4°C puis 
centrifugés 30 min à 13000 rpm à 4°C. Le surnageant correspondant à la fraction protéique est 
récupéré. Les différents extraits protéiques obtenus sont dosés par la méthode colorimétrique de 
Bradford (Biorad). 20 µg d’extraits protéiques totaux de chaque échantillon sont dénaturés avec 
du tampon de Laemmli (SDS 2%, glycérol 10%, 60mM Tris pH6,8, Bleu de bromophénol 0,01%, 
100mM DTT), puis déposés sur gel d’acrylamide à 10%. La migration s’effectue dans du tampon 
de Laemmli (Tris Base 25 mM, glycine 20mM, SDS 1%, pH 8,3) à 130 V pendant 2h30. Les 
protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Millipore) activée par des 
bains successifs de méthanol, d’eau, et de tampon de transfert (Tris base 25 mM, glycine 20mM, 
pH 8,3). Le gel recouvert par la membrane est déposé entre quatre feuilles de papier Wattman 
humidifiées avec le même tampon, et soumis à un ampérage de 300 mA pendant 1h , dans un bac 
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de tampon de transfert. La membrane est ensuite saturée toute la nuit dans un bain de TBS-Tween 
(Tris 10mM, NaCl 150mM, Tween 0,05%).  
Dans le cas des colorations immunocytologique, les cellules sont ensemencées sur des lamelles à 
une densité de 5000 cellules/cm2. Les cellules sont ensuite fixées 10 minutes dans du 
paraformaldehyde 4%. Les anticorps primaires sont dilués dans un tampon B (0,5% Tween20 ; 
12% sérum de veau fœtal, 0,036% de NaN3 dans du PBS) et incubés en présence des cellules 
fixées pendant 1h. Après plusieurs rinçages successifs PBS-Tween20 0,5%, les anticorps 
primaires sont révélés par des anticorps secondaires couplés à un fluorochrome Cy3 (Jackson 
Lab. Inc., 2µg/ml). Les cellules sont contre-colorées avec 4’6’diamino2-phenylidole (DAPI) 
(4µg/ml). Le pattern est ensuite visualisé par un microscope à épifluorescence couplé à une 
caméra CDD.  
Les protéines d’intérêts sont marquées par des anticorps primaires spécifiques. Nous avons ainsi 
eu recours à un anticorps monoclonaux anti-ku70, anti-DNAPkcs, anti-XRCC4, anti-LigaseIV, et 
l’Ac polyclonal anti-RAD51. 
5. Reverse Transcitription Polymerase Chair Reaction   RTPCR 
 Les ARNm sont isolés à partir de 2x106  cellules avec le mini kit RNAeasy. Pour éviter les 
contaminations avec l’ADN génomique, une étape supplémentaire d’incubation à la DNAaseI est 
effectuée avant l’élution de l’ARNm. La transcription inverse est ensuite réalisée sur 0,5µg 
d’ARN total  en utilisant un oligonucléotide (dT)12-18 et la transcriptase inverse Superscript II 
suivant les recommandations du manufacturier. Les amorces utilisées sont les suivantes :  
RAD51-376F 5’-TTTGGAGAATTCCGAACTGG-3’; 
RAD51-553R 5’-CATCACTGCCAGAGAGACCA-3’;  
RAD54-1754F5’-CTAACCGGCTGGTCATGTTT-3’; 
RAD54-1955R 5’-ACATCCTGCTCCTCATCCAC-3’;  
GAPDH primers:  
GAPDHF1: 5’TGGCAGGTTTTTCTAGACGGC-3’,  
GAPDHR2: 5’TCATCCATGACAACTTTGGTATCG-3’ 
Les échantillons  ont été incubés 5 minutes à 95°C puis ont subi 40 cycles de PCR (95°C 30s 
dénaturation, annealing à 55°C 1mn et l’élongation à 72°C 1mn).  
. 
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6. Test d’activité NHEJ in vitro 
Préparation des extraits protéiques  
Les cellules sont mises en culture dans des boîtes de 10 cm de diamètre et récupérées par 
trypsination à 80-90% confluence. Elles sont conservées dans 50% de sérum de veau foetal et 
10% de DMSO dans l’azote liquide jusqu’à la préparation des extraits protéiques selon un 
protocole décrit précédemment avec de légères modifications (Daza et al., 1996); (Pfeiffer et al., 
2005). Toutes les étapes sont effectuées à 4°C. Pour chaque préparation, un nombre équivalent de 
cellules (100 à 150 millions) est décongelé et rincé deux fois dans du PBS (phosphate buffer 
saline) froid. La taille du culot cellulaire (packed cell volume, PCV) est estimée. Les cellules sont 
resuspendues dans 4 PCV d’une solution hypotonique (Tris-HCl pH 8 10 mM, EDTA pH 8 1 
mM, β-mercaptoéthanol 10 mM, inhibiteurs de protéases Complete (Roche)) et placées sur glace 
jusqu’à ce que 80 à 90% des noyaux soient séparés de leur cytoplasme tout en restant intacts 
(HeLa : 40 min). Si nécessaire, les cellules sont homogénéisées (Dounce pilon B, HeLa : 4 aller-
retour). Des inhibiteurs de protéase sont ajoutés avant l’addition de 4 PCV d’une solution 
hypertonique (glycérol 50%, sucrose 25%, Tris-HCl pH 8 50 mM, MgCl2 10 mM, β-
mercaptoéthanol 4 mM). Les phases sont mélangées doucement et 0,8 PCV d’une solution 
saturée de sulfate d’ammonium pH 7 est ajouté. L’échantillon est précipité 30 min sous agitation 
douce et centrifugé à 215 000 g pendant 45 min dans un rotor à angle fixe. Le surnageant (high 
speed supernatant, HSS) est transféré dans un bécher de 10 ml et supplémenté par du sulfate 
d’ammonium en poudre à raison de 0,33 g par ml de HSS. La solution est neutralisée par 
l’addition de soude 1 M (10 µl par g de sulfate d’ammonium) et placée sous agitation douce 
pendant 30 min. L’échantillon est centrifugé à 25 000 g pendant 30 min. Le culot est resuspendu 
dans 1/20ème de HSS dans le tampon de stockage (glycérol 20%, Tris-HCl pH 8 30 mM, KCl 90 
mM, β-glycérophosphate pH 7 10 mM, MgCl2 1 mM, EDTA pH 8 1 mM, EGTA pH 8 2 mM, β-
mercaptoéthanol 2 mM, PMSF 0,5 mM), dialysé contre ce tampon et centrifugé à 20 000 g 
pendant 5 min. La concentration en protéines est déterminée par Bradford et les aliquotes 
d’extrait sont conservés dans l’azote liquide(Despras et al., 2007).  
Substrats d’ADN  
Les substrats avec des extrémités cohésives ou franches dérivent de la digestion par une enzyme 
de restriction du plasmide pSP65 (3 kb ; Promega) :3’-coh. (Pst I) et fr. (BstX I. Les digestions 
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sont séparées sur gel d’agarose 1% et la complétion de la digestion est vérifiée. Les substrats sont 
excisés, purifiés (kit GeneClean II, Q-BIOgene) et dilués à 10 ng/µl dans du tampon TE. 
Réaction NHEJ  
La quantité appropriée d’extraits est diluée à 5 µg/µl dans le tampon de stockage puis dialysée 
contre le tampon de réaction (3-(N-morpholino)-2-hydroxypropane acide sulfonique (MOPSO)-
NaOH pH 7,5 50 mM, KCl 40 mM, MgCl2 10 mM, β-mercaptoéthanol 5 mM) sur un filtre de 
microdialyse (White VSWP, 25 mm, 0,025 µm, Millipore) pendant 30 min à 4°C. La réaction 
standard a lieu dans un volume total de 10 µl contenant 8 µl d’extrait protéique dialysé (40 µg de 
protéines), 1 µl de substrat (10 ng) et 1 µl de tampon LNB (Tris-HCl pH 8 10 mM, MgCl2 1,2 
mM, KCl 10 mM, β-mercaptoéthanol 1 mM, ATP pH 7 10 mM, dNTPs 2 mM (soit 0,5 mM de 
chaque), BSA 0,5 mg/ml). Les échantillons sont incubés à 25°C pendant 6 h. La réaction est 
stoppée par l’addition de 10 µl de Tris-HCl pH 7,5 40 mM, EDTA 2 mM, SDS 2 mM et 
l’incubation à 65°C pendant 10 min. Les échantillons peuvent être conservés à -20°C jusqu’à 
l’analyse des produits de réparation. Pour l’analyse des produits de réparation NHEJ,  
l’équivalent de 2 ng de substrat est déproténéisé (protéinase K, 2 mg/ml, 30 min à 37°C puis 15 
min à 65°C) et séparé sur gel d’agarose 1% contenant 1 µg/ml de bromure d’éthidium afin de 
séparer les monomères linéaires et circulaires. L’ADN est transféré sur une membrane Hybond 
N+ (Amersham) et hybridé avec une sonde spécifique de pSP65 marquée au [α-32P]dCTP (kit 
Ready-to-go de random priming, Amersham). L’autoradiographie est effectuée par imagerie 
phosphore (Storm SystemTM, Amersham Biosciences). L’ADN est quantifié à l’aide du logiciel 
ImageQuant (version 5.0). Pour chaque réaction, l’intensité d’une bande (i.e. d’un type de 
produit) est normalisée au total de radioactivité déposée dans le puits. L’efficacité du NHEJ est 
définie comme la somme des produits multimériques linéaires et monomériques circulaires et est 
exprimée en pourcentage du substrat de départ. 
7. Préparation des chromosomes métaphasiques 
Les cultures cellulaires sont incubées en présence de 0,2µg/ml colcemide pendant 1h à 37°C afin 
d’obtenir un blocage du cycle cellulaire en métaphase. Les mitoses sont récoltées après 
centrifugation (7 minutes 1400rpm) et un choc hypotonique  dans un milieu d’éclatement 
approprié (Solution de 0,075M KCl ) pendant 20 minutes à température ambiante. Ces cellules 
sont ensuite fixées dans une solution 3 :1 Ethanol/Acide Acétique. Cette opération renouvelée à 
deux reprises afin d’éliminer un maximum des débris cellulaires et de ne conserver que les 
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noyaux. Ces suspensions sont conservées à 4°C quelques jours. Enfin, l’étalement des noyaux 
fixés est réalisé sur des lames humides et froides qui seront sechées à température ambiante  une 
fois le frottis déposé. 
8. Visualisation des télomères par hybridation in situ des télomères  
L’hybridation  in situ s’effectue sur des cellules métaphasiques et interphasiques à l’aide d’une 
sonde télomérique PNA (CCCTAA)3 marquée à la Cyanine 3 (Perceptive Biosystem). Les 
hybrides PNA-ADN sont très stables. L’intensité de fluorescence est proportionnelle  à la 
quantité de répétitions télomériques ciblés (Lansdorp, 1996). Les étalements sont fixés à 2 
reprises  dans une solution de formaldéhyde 4% puis subissent une digestion à la pepsine 
(1mg/ml,ph=2, 10min,37°C) afin de faciliter l’accès de la sonde aux extrémités chromosomiques. 
Après une série de lavages, fixation et déshydratation, les lames sont dénaturées à 80°C suivie 
d’une hybridation de  la sonde télomérique à 37°C pendant 2h. Une fois rincées, les lames sont 
contrecolorées au DAPI (1ng/ml) et montées en lames/lamelles avec une interface PPD. Les 
lames sont observées au microscope à épifluorescence Zeiss axioplan couplé à une camera CCD. 
La capture et l’analyse des métaphases sont réalisées à l’aide du logiciel ISIS (Metasysytems, 
GmbH). 
9. Evaluation de la taille des télomères par Southern Blot 
Une fois extrait, 5µg d’ADN génomique sont digérés par les enzymes RsaI/HinfI (5U/ µg 
d’ADN). Les fragments sont séparés sur un gel d’agarose 1% 0,5X TBE  selon une migration par 
un champ pulsé  de  6V/cm pendant 21H. Le gel est dénaturé dans une solution de 0,4N NaOH  
puis transféré sur une  membrane de nylon (Hybond XL, Amersham). Cette membrane est ensuite 
hybridée à l’aide d’une sonde télomérique (TTAGGG)6  marqué en 5’au 32P dans une solution 
de CHURCH à 55°C. La membrane est enfin exposée à un écran Phosphoimager et l’acquisition 
des profils densitométriques se fait à l’aide du logiciel ImageQuant®, Amersham. 
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Chapitre III : Le complexe MRN, son rôle dans la réparation des cassures doubles brins et le 
maintien de stabilité chromosomique et des télomères.  
 
Notre attention s’est portée sur les 3 membres du complexe MRN. Ce complexe basé sur la  
présence de RAD50, MRE11 et NBS1  joue un rôle crucial dans la signalisation des dommages 
de l’ADN, le contrôle du cycle cellulaire et la stabilité génomique. Son rôle dans la stabilité 
chromosomique s’explique par son intervention dans les mécanismes de réparation doubles brins. 
MRN constitue un élément décisif quant à l’orientation de la réparation  des cassures doubles 
brins (RH ou le NHEJ).  
Au delà de son propre rôle dans la réparation, le complexe MRN participe au maintien de 
l’intégrité des télomères. En effet, le complexe MRN est associé aux télomères par le biais des 
interactions qu’il entretient avec TRF2. Ainsi, MRN participe à l’ensemble du métabolisme des 
télomères ; il serait aussi bien impliqué dans la réplication, la protection (formation Tloop,  
élongation de la queue télomérique 3’ riche en G) ou le contrôle de la taille des télomères.  
Ces gènes sont essentiels à la viabilité des cellules humaines  ce qui limite les études visant à 
déterminer leurs contributions respectives dans le maintien des télomères ou  dans la réparation 
des cassures doubles brins. La plupart des études ont recours à des expérimentations sur des 
cellules issues de patients  atteints de syndrome d’hypersensibilité ATLD et NBS mutées 
respectivement pour MRE11 et NBS1 excluant toute possibilité d’une étude comparative. 
Dans le but de mieux appréhender le rôle de MRN dans ces différents domaines, nous avons 
établi des lignées humaines déficientes pour les éléments constitutifs du complexe MRN à l’aide 
de vecteurs pEBV siRNA qui permettent  d’obtenir une réduction importante, spécifique et à long 
terme (plus de 300 jours en culture) de l’expression d’un gène cible. Notre travail  nous a donc 
permis d’établir les conséquences d’une absence transitoire ou plus prolongée du complexe MRN 
sur la réparation  de l’ADN et la stabilité des télomères au sein d’une même lignée cellulaire.  
 
1. Les vecteurs pEBV-siRNA permettent d’obtenir une réduction spécifique, 
importante et à long terme de l’expression du complexe MRN. 
Compte tenu de l’efficacité du système, le niveau protéique a été réduit sensiblement pour chacun 
des protagonistes. Ainsi,  le niveau résiduel  d’expression atteint très difficilement les 10% du 
niveau constitutif de cellules non traitées. Cette réduction est maintenue dans le temps  
permettant la construction de clones stables qui à long terme, réprime l’expression des les 
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protéines du complexe MRN. Nos analyses sont portées sur des clones dont l’extinction perdurait 
après plus de 100 jours en culture garantissant un phénotype stable. L’analyse de l’expression de 
ce complexe dans chacune des conditions montre que l’extinction de RAD50 ou de MRE11 à 
court ou long terme, réprime l’expression de l’ensemble du complexe (R3-Fig1). Ces résultats 
confortent des données selon lesquelles les mutations naturelles de MRE11, dans les cellules 
ATLD ou tumorales HTC116, réduisent l’expression de RAD50 et NBS1. Parallèlement, 
l’extinction de NBS1 n’interfère pas dans  l’expression de MRE11 et RAD50, mais induit une 
séquestration de ces protéines dans le cytoplasme limitant l’accès à l’ADN présent dans le noyau. 
Ce phénotype de relocalisation de MRE11 et RAD50 a déjà été observé par le passé dans les 
cellules NBS (Carney et al., 1998). 
 
R3-Fig1. Caractérisation des clones Hela MRNKD  
A. Déstabilisation du complexe MRN par l’inhibition d’un de ces composants. Coloration par 
immunofluorescence des cellules Hela  contrôle, clones RAD50KD cl.1 (185 jours en culture) MRE11KD cl.32 (161 
jours en culture) et du clone NBS1KD cl.25 (99 jours en culture)  avec les anticorps anti-MRE11, anti-NBS1 et anti-
RAD50. L’inhibition de RAD50, MRE11 ou NBS1 conduit à une localisation cytoplasmique du complexe, 
habituellement présent dans le noyau. 
B. Analyse, par Western blot, de l’expression protéique de RAD50, MRE11 et NBS1 des clones  stables 
Hela MRNKD. L’analyse a porté sur les clones RAD50KD cl.1 aux passages (J+181) et (J+201);  les clones NBSKD 
cl.2 (J+137), cl.25 J+106 et J+118; MRE11KD cl.32 (J+177 et J+199). L’inhibition de RAD50 ou MRE11 affecte 
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2. La réduction de l’expression des gènes MRE11 et NBS1 par des vecteurs pEBV-
siRNA permet d’établir un phénotype similaire à celui des cellules ATLD et NBS 
dans la lignée HeLa. 
 A l’instar des mutations hypomorphiques du complexe MRN, l’inhibition respective des 
différents membres sensibilise les cellules aux RI et agents endommageant l’ADN qui se traduit 
par une altération de la réponse à l’irradiation (absence de blocage du cycle en G1/S) (Biard, 
2007). La majorité des cellules exposées à une forte dose de rayons γ sont bloquées en G2. 
Cependant, l’intolérance aux dommages radioinduits ne se manifeste pas en absence de RAD50 
alors que ces mêmes cassures semblent plus toxiques et moins bien tolérée à plus long terme 
(Biard, 2007). Cette hypersensibilité résulte de l’accumulation des cassures mal réparées  mais le 
rôle de MRN dans cette accumulation demeure obscur. Nous avons tenté de déterminer la 
contribution de MRN dans les différentes voies de la recombinaison et notamment celle du 
NHEJ. 
3.  Le NHEJ in vitro est altéré dans les cellules NBS KD. 
Pour cela, nous avons mesuré in vitro  leur capacité de réparation des CDBs par la voie NHEJ. Ce 
test permet d’étudier à la fois les jonctions intra-moléculaires et inter-moléculaires à partir d’un 
plasmide linéarisé en présence d’extraits protéiques. Quelque soient la nature des extrémités du 
substrat (cohésifs ou  franches), l’efficacité de la réaction de ligation est réduite de  70%  dans les 
cellules NBS1KD. Ainsi, l’absence de NBS1 interfère dans la religation du substrat par NHEJ. La 
déplétion de MRE11 a un effet plus modéré sur l’efficacité de réparation par NHEJ. En effet, 
alors qu’aucune modification significative n’est observée avec le substrat cohésif, une diminution 
de l’efficacité globale de 50% est observée en présence de substrats à bouts francs dans les 
extraits du clone MRE11KD. Dans le même temps, l’inhibition de RAD50  ne conduit pas à une 
modification de l’efficacité du NHEJ ce qui expliquerait la tolérance aux cassures radioinduites 
(R3-Fig2).   Le complexe MRN est un acteur majeur de la recombinaison, il conviendrait de 
déterminer quelles sont les conséquences d’une dérégulation de la stabilité du complexe MRN sur 
la RH. Une diminution de la fréquence des événements  de recombinaison est attendue mais seule 
l’analyse de la RH permet de confirmer ces attentes. Pour cela, nous avons entrepris une analyse 
des échanges de chromatides sœurs, manifestation d’événements de conversion génique, sur 
l’ensemble des clones MRN. Cette étude nous révélera si l’absence prolongée  du complexe 
MRN affecte l’équilibre de la RH dans les cellules humaines. 
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R3-Fig2. Efficacité NHEJ in vitro pour les clones Hela RH et NHEJKD 
A. Séparation des produits NHEJ sur gel d’agarose obtenus. Les extraits  cellulaires des clones Control KD Hela 
control, MRE11KD cl.32 (J+163), NBS1KD cl. 2 (J+164), RAD50KD cl.1 (J+145) sont compétents pour le NHEJ in 
vitro. 10ng de substrat sont incubés en présence de 40µg d’extraits cellulaires. La configuration des extrémités des 
substrats est indiquée au dessus des gel PStI (3’ cohésives) ou BstX (franches).Suite à cette réaction plusieurs 
produits sont formés: des multimères linéaires de taille varié (M) correspondant à des jonctions inter-moléculaires), 
des produits circulaires monomériques correspondant à des jonctions intra-moléculaires et regroupant des 
intermédiaires ouverts (OC de l’anglais open circle, forme circulaire relaxée) et des plasmides entièrement re-
circularisés (CCC de l’anglais covalently closed circle, forme circulaire super-enroulée), le substrat linéaire résiduel 
(L). Les produits sont analysés par southern blotting. 
B. Comparaison de l’efficacité  de réparation du NHEJ entre les clones Hela control, Ligase IV KD clone 3 
(inhibition J+139), LigIIIKD clone 9, MRE11KD cl.32 (J+163), NBS1KD cl. 2 (J+164), RAD50KD cl.1 (J+145) selon la 
configuration des extrémités du substrat: 3’cohésives (PST I) ou franche (BSTX).Les valeurs sont obtenues après 
quantification au phospho-imager des différents produits de réparation en (A) ; efficacité = (ccc+oc+ M)/(ccc 
+OC+M+L) x 100). Les valeurs représentées expriment l’efficacité normalisée du NHEJ (rapport efficacité du clone 
d’intérêt/clone contrôle) (n=3) 
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4. À court terme, la réduction d’expression du gène NBS1 induit une instabilité 
télomérique  
Parallèlement, l’étude de la stabilité chromosomique des clones transitoires  indique que 
l’extinction du MRN n’altère pas la régulation de la taille des télomères. Après 7 jours, la 
diminution d’expression  des gènes MRE11, NBS1 et RAD50 ne modifie pas le profil des 
fragments télomériques (R3-Fig3). Par la suite, une analyse des télomères par une approche 
d’hybridation in situ, nous a permis de mettre en évidence une perte significative des signaux  
télomériques en absence de NBS1. 9,88 telomeres/métaphase sont perdus en moyenne  après la 
réduction transitoire de l’expression de NBS1 indiquant un rôle éventuel de NBS1 dans la 
protection des télomères. Par contre, aucune modification significative n’est relevée en absence 
de MRE11 ou RAD50 (R3-Fig3). 
5. À long terme, la réduction d’expression du RAD50 induit une instabilité télomérique  
Afin de déterminer si l’extinction prolongée pouvait induire un phénotype d’instabilité aussi 
marqué que dans les cellules de patients NBS et ATLD, nous avons recensé les événements de 
pertes, de cassures ou autres dysfonctionnement télomériques dans les clones établis après plus 
de 100 jours d’extinction. A long terme, seule la déplétion de RAD50 génère de manière 
significative des cassures télomériques et chromosomiques avec en moyenne 5 télomères perdus 
par métaphase soit le double du taux de perte observé pour la lignée parentale. Concernant 
MRE11 et NBS1, le taux de pertes télomériques ou de cassures chromosomiques n’a permis de 
déceler une influence significative sur la stabilité chromosomique (R3-Fig3). Certaines analyses 
complémentaires seraient nécessaires afin de préciser les résultats préalablement obtenus. La 
majorité des données recueillies font référence à l’étude d’un seul clone par gène ciblé. Il 
conviendrait  d’étendre notre étude à l’analyse de plusieurs clones par gène pour reproduire les 
tendances préalablement établies. En effet, le phénotype généré peut traduire une implication 
directe de l’élément ciblé ou bien une dérive apparue lors de la sélection clonale. L’analyse de 5 
clones RAD50KD, 2 clones MRE11KD ainsi que 3 clones NBS1KD est prévue à cet effet.  
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R2-Fig3. Analyse de la stabilité des télomères dans les clones MRNKD 
A. Exemples d’aberrations chromosomiques retrouvées dans les clones Hela MRNKD. (I) Perte d’une séquence 
télomérique; perte de 2 télomères sur des chromatides distinctes (II); doublets télomériques (III) ; cassures 
chromosomiques (IV). Hybridation in situ de l’ADN télomérique avec une sonde PNA (TTAGGG)-Cy3, ADN 
centromérique marqué par une sonde pan-centromérique-FITC. 
B. Fréquences des aberrations chromosomiques télomériques dans les clones  transitoires et stables MRNKD 
(J+7) et (inhibition> 100jours) pour les clones Contrôle,  RAD50KD cl.1 (J+ 90), NBS1 cl.2 (J+ 85), MRE11KD 
Cl.32 (J+ 135) Recensement des anomalies télomériques: Perte de 1 ou 2 télomères issus du même bras 
chromosomique; Doublets télomériques sur 1 ou 2 chromatides; cassures chromosomiques sur une ou deux 
chromatides. L’étude a été réalisée à partir de 30 métaphases/clones. Les valeurs exprimées correspondent au 
nombre moyen d’événements par métaphase analysée. (*) signifie significativement différent du contrôle avec 
un risque p<0.05 (test t non apparié). 
 
 
6. La réduction prolongée de l’expression des gènes MRE11 et NBS1 mène à une 
augmentation de la taille des télomères.  
La répression à long terme  suscite d’autres questions. La déplétion de MRE11 et de NBS1 mène 
à une élongation rapide des télomères. En effet, dans le clone 932.2 NBS1KD, la taille moyenne 
des télomères est estimée à  18kb alors qu’elle est moins prononcée dans le clone NBS1KD 932.11 
avoisinant 11-12kb. Cette observation indique que le niveau protéique de NBS1 peut directement 
influencer la longueur des télomères. Dans le cas de MRE11, les deux clones (930.26 et 930.32) 
possèdent des télomères longs de 14kB. Au contraire l’inhibition de RAD50 n’affecte pas la taille 
des télomères (R3-Fig4). L’analyse de la taille des télomères sera étendue à d’autres clones 
MRNKD et complétée par une approche Q-FISH qui permettra de confirmer les données déjà 
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7. La nature de  l’augmentation de la taille dans les clones MRE11KD et NBS1KD 
Dans un premier temps, nous avons d’abord déterminé si cette élongation résultait de l’activité 
télomérase. Le test d’activité in vitro n’indique pas de modifications de l’activité constitutive de 
la télomérase (R3-Fig5). Ces analyses seront poursuivies sur d’autres clones afin de lever toute 
incertitude concernant ces données obtenues. Aux vues de ces changements rapides et brusques, 
il est possible  que cette augmentation traduise un excès de recombinaison télomérique. Nous 
avons tenté de détecter des produits de la recombinaison télomérique. Pour cela, nous avons eu 
recours à une approche de migration de l’ADN par  électrophorèse en deux dimensions  qui 
permet de discriminer les différentes topologies de l’ADN génomique (circulaire ou linéaire), Ces 
analyses nous ont permis  d’isoler des cercles télomériques extrachromosomiques dans le clone 
32.2 NBS1KD suggérant que cette élongation brutale est dépendante de la recombinaison (R3-
Fig6). Ces cercles ne sont cependant pas observés dans les autres clones NBS1KD ou MRE11KD. 
Afin de préciser la nature des événements de recombinaison dans les clones MRNKD, nous 
envisageons de recenser les événements T-SCE (changes de chromatides sœurs télomériques) 
dans les clones MRNKD. Contrairement aux cercles extrachromosomiques, produit d’une 
recombinaison intramoléculaire, les T-SCE résultent d‘échanges intermoléculaires. Dans ce cas 
précis, l’analyse des T-SCE apporterait une information complémentaire dressant un état complet 
de la recombinaison télomérique dans les clones MRNKD. 
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R3-Fig4. Mesure de la taille des télomères des clones Hela MRN KD 
F. Estimation de la taille des télomères des clones MRN transitoires (J+7) MRE11KD, RAD50KD, DNA-
PKcsKD, NBS1KD, par une analyse des TRFs fragments (Telomere Restriction Fragment). Les fragments 
sont obtenus après digestion de l’ADN télomérique par  les enzymes de restrictions Hinf1, Rsa1 (New 
England Biolabs). Ces fragments sont détectés par Southern Blot après l’hybridation d’une sonde 
télomérique (TTAGGG)10 marquée au dATP-32P. La quantification  de la taille des télomères est réalisée à 
l’aide du logiciel ImageQuant (Molecular Dynamics). La taille des marqueurs de poids moléculaire  est 
indiquée ci-dessus en Kb.  
G. Estimation de la taille des télomères des clones MRN stables (J>100) RAD50KD Cl.1,2,3 ; NBS1KD Cl.2 
et 11 ;  MRE11KD Cl.26 et 32 par une analyse des TRFs fragments (Telomere Restriction Fragment). 
 
R3-Fig5 : Activité Télomérase in vitro: Mesure de l’activité télomérase in vitro des clones MRNKD. Les valeurs 
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R3-Fig 6 : Détection des cercles  télomériques extrachromosomiques dans les clones MRNKD 
A. Les ADN génomiques sont séparés selon leurs poids moléculaires (1D) mais aussi leur topologie (circulaire, 
linéaire, circulaire relaché). Ce schéma présente le profil de migration electrophorétique d’un ADN sous 
forme linéaire ou circulaire visualisé par une approche dite de « 2D-gel agarose » (Fangman 1998). 
B.  Profil de migration des clones RAD50 KDcl.1, NBS1KD Cl.2, MRE11 KD cl.32. Seul le clone NBS1KD cl2  
présente des cercles télomériques extrachromosomiques (flèche blanche). 
 
 
Matériels et Méthodes 
  (Cf chapitre précédent) 
 
1. Détection des cercles extrachromosomiques  
Les fragments d’ADN seront séparés selon leurs topologies et leurs tailles à l’aide d’une 
approche de migration éléctrophorétique dite 2D-gel (Brewer and Fangman, 1988). 30µg d’ADN 
génomique sont digérés  par RsaI/HinfI et les fragments sont séparés d’abord  selon leur taille 
dans un gel d’agarose 0,5% 0,5XTBE (1V/cm, 25h) puis selon leur topologie dans une seconde 
dimension dans un gel d’agarose  à 1.1% 0,5XTBE (8h, 6V/cm) suivant les recommandations de 
(Cesare and Griffith, 2004). Comme les fragments télomériques, les cercles 
extrachromosomiques sont observés par Southern blot (Cf évaluation de la taille des télomères).  
 
2. Dosage de l’activité télomérase in vitro 
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a. Principe 
Le test TRAP est utilisé dans le but de déterminer in vitro l’activité de la télomérase dans des 
tissus ou dans des extraits cellulaires. Il est basé sur l’amplification PCR d’un couple 
d’oligonucléotides. L’ajout d’extrait protéique contenant la télomérase va permettre à cette 
enzyme d’allonger l’oligonucléotide, en ajoutant à chaque cycle de PCR une séquence TTAGGG. 
Ces produits sont amplifiés par PCR  et la quantification de ces produits mesurés par ELISA. 
 
b. Extraction protéique 
Les extraits protéiques sont réalisés à partir de cellules hela. 106 cellules en culture sont trypsinées 
et remises en suspension dans du PBS. Après centrifugation à 1000xg pendant 5 min, les cellules 
sont resuspendues dans 200µl de tampon de lyse contenant 0,5%de CHAPS (Sigma) ; 1mM de 
MgCl2 ; 10mM de Tris-HCl pH 7,5 ; 1mM d’EDTA ; 1mM de 
DTT ; 5mM de β-mercaptoethanol, pendant 30 min dans la glace. Les extraits sont ensuite 
centrifugés à 12000xg pendant 30 min à 4°C. Le surnageant est récupéré et la quantité de 
protéines est quantifiée par spectrophotocolorimétrie par la technique de Bradford. 
 
b. Protocole du test TRAP 
Le milieu réactionnel de 50µl comprend 20mM de Tris-HCl pH8,3 ; 50µM de dNTP ; 
1,5mM de MgCl2 ; 63mM de KCl ; 1mM d’EGTA ; 0,005% de Tween 20 ; 20µg/ml de BSA ; 
1 unité de Taq polymérase ; 0,4µM d’oligonucléotides S, NT et AS ; 20aM de S et NT et la 
quantité indiquée d’extrait protéique. Une étape d’élongation de S est réalisée pendant 15 
min à 30°C puis l’amplification PCR est effectuée (1 min 95°C, 30 cycles de 30s à 95°C, 30s 
à 50°C et 1 min à 72°C). Ces produits sont amplifiés par PCR  et la quantification de ces produits 
mesurés par ELISA. 
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Choix des différents modèles utilisés 
 
En Radiobiologie, l’étude du rôle de la recombinaison dans la maintenance des télomères reste un 
enjeu majeur compte tenu de son implication au cours de l’oncogenèse. Cette problématique, 
soulevée au début de la thèse, visait à déterminer l’implication des mécanismes de la réparation, 
plus particulièrement  celle de la recombinaison, dans la maintenance des télomères dans les 
cellules cancéreuses. L’examen des différents travaux traduit toute la complexité et la difficulté 
de définir de manière précise le rôle des acteurs de la recombinaison  dans la maintenance des 
télomères. Différentes approches ont permis d’explorer plus en détails le rôle de la réparation de 
l’ADN notamment celui de la recombinaison (NHEJ, RH) dans le maintien de l’intégrité 
télomérique. Ces travaux auraient du déboucher sur des conclusions claires et précises, mais la 
réalité est toute autre puisque les résultats divergent selon le modèle cellulaire employé ou 
l’organisme étudié. Dans certains cas, il y a autant de modèles cellulaires que de travaux réalisés 
comme l’illustre le tableau repertoriant les principales données relatives au rôle de la 
recombinaison dans le maintien des télomères. Prenons l’exemple des partenaires du NHEJ, la 
majeure partie des travaux résume la contribution des partenaires du NHEJ à celle d’une 
protection des séquences télomériques contre les cassures ou fusions. Par contre, leur 
participation dans le contrôle de la taille des télomères demeure controversée puisque dans 
certaines circonstances le NHEJ favoriserait l’élongation des télomères alors que d’autres cas il la 
réprimerait. 
Dans ce contexte, notre étude visait à limiter les variations liées aux modèles cellulaires utilisés 
pour établir précisément le rôle de chacune des voies de la recombinaison dans le maintien de 
l’intégrité télomérique. A partir d’un modèle cellulaire homogène invalidé pour les voies de 
réparation de l’ADN, nous avons examiné les conséquences sur la maintenance des télomères 
d’une inhibition prolongée des membres de la RH ou du NHEJ. Dans les faits, une atteinte des 
voies de recombinaison affecte le bon fonctionnement des télomères menant globalement  aux 
mêmes effets c'est-à-dire à une déstabilisation de la structure des télomères (perte des séquences 
télomériques, doublets télomériques) voire dans certaines circonstances à une modification de la 
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taille. La caractérisation précise des anomalies structurelles laisse entendre que ces voies exercent 
des fonctions distinctes au sein des télomères. 
 Pour cela, nous avons eu recours à divers moyens  pour définir la contribution repective de la RH 
et du NHEJ  dans le maintien de l’intégrité des extrémités chromosomiques. Pour répondre à 
cette épineuse question, nous avons eu recours à deux modèles cellulaires différent qui chacun 
leur tour ont su être informatifs. Dans un premier volet, nous nous sommes intéressés à la 
contribution de p53 à travers sa fonction dans la recombinaison. Dans cette perspective, nous 
avons surexprimé un mutant stimulant la recombinaison afin de déterminer si une dérégulation de 
la recombinaison avait une quelconque incidence sur le profil télomérique. Cette approche 
nécessite un modèle cellulaire particulier qui doit être à la fois stable au cours des passages 
cellulaires, présenter des télomères facilement observables  et une protéine P53 sauvage afin de 
limiter toute interférence avec le transgène P53 muté. Dans un premier temps, nous avions choisi 
une lignée SCC6.1 issue d’un carcinome épidermoide. Cette lignée présentait la particularité 
d’être relativement stable avec des télomères d’une taille homogène (5-6 kb). Nous n’avons pas 
observé d’altération de la longueur et de l’hétérogénéité des télomères dans les clones 
surexprimant le transgène P53R175H. Cependant un examen plus approfondi nous a permis 
d’identifier l’existence d’une mutation de P53 en position 110. Aucune fonction n’a été attribuée 
à cette mutation mais nous ne pouvions pas exclure qu’elle ait interféré avec le transgène 
P53R175H expliquant l’absence de phénotype. Ceci nous a conduit à considérer le statut de p53 
dans le choix de notre modèle cellulaire pour ôter toutes incertitudes quant à l’interprétation  des 
résultats.   
Nous avons donc sélectionné HCA17.3, lignée fibroblastique humaine immortalisée par hTERT 
(Rubio et al., 2002), déjà étudiée au sein du laboratoire. Cette lignée se caractérise par une 
remarquable stabilité chromosomique même en présence d’un stress génotoxique. De plus, elle 
présente un caryotype normal avec 46 chromosomes et des télomères longs (aux environ de 30 
kb) et donc facilement détectable par FISH ou Southern blot (Pirzio et al., 2004). Enfin, 
contrairement à une majeure partie des cellules immortalisées,  l’expression de p21 est induite 
suite à une exposition aux IR indiquant que P53 reste doté d’une capacité transactivatrice. Toutes 
ces propriétés font de HCA17.3 un modèle cellulaire adéquat à partir duquel nous avons pu 
établir des lignées surexprimant le mutant P53R175H , stimulant la recombinaison (Saintigny et 
al., 1999).  L’expression de ce mutant a bien conduit à une augmentation de la recombinaison 
reproduisant ainsi l’effet observé chez le modèle murin(Saintigny et al., 1999). 
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L’absence d’effet aux télomères suscite des interrogations quant au choix de la lignée. En effet, la 
forte stabilité chromosomique  n’est pas simplement associée à la longueur des télomères mais 
probablement associé à l’excès de la sous unité catalytique hTERT. En plus, de sa fonction 
d’élongation, la télomérase semble exercer d’autres fonctions telles que la régulation de 
l’expression de gène de la réparation et du remodelage chromatinien pouvant ainsi participer à la 
réparation de l’ADN ou au cycle cellulaire. 
Dans ce contexte, la surexpression de la télomérase pourrait interférer avec la recombinaison ce 
qui expliquerait l‘absence de phénotype. L’inhibition de la télomérase permettrait alors d’établir 
un lien entre la recombinaison, l’expression de la télomérase et la longueur des télomères. En 
effet, l’inhibition à court ou long terme permettrait de distinguer la contribution de la taille des 
télomères et celle de la  télomérase dans une éventuelle répression de la recombinaison.  
Alors que l’extinction de la télomérase opérerait après quelques jours le raccourcissement des 
télomères mettrait plus de temps à opérer. Si l’inhibition  à court terme de la télomérase suffit à 
moduler la RH dans les cellules HCA17.3, nous pourrions conclure à un effet propre de la sous 
unité hTERT indépendamment de sa fonction d’élongation/maintenance. Dans le cas où cette 
modulation est mise en évidence plus tardivement, elle pourrait alors être associée à une 
influence de la taille des télomères ; la contribution de la télomérase dans la recombinaison serait 
alors  indirecte. Nous avons inhibé par shARN interférence  l’expression de la télomérase, mais 
cette extinction s’est avérée létale après 10 jours. Cette toxicité n’est pas liée au shARN 
puisqu’une étude préliminaire dans les cellules Hela démontre qu’une extinction de la télomérase 
pendant plus de 10 jours est réalisable. 
Cette létalité précoce ne nous a pas permis de conclure à une éventuelle modulation de la 
recombinaison de la part de hTERT. Il semble que la télomérase soit indispensable à la lignée 
HCA17.3 au-delà de sa fonction de maintenance des télomères. Le seul raccourcissement des 
télomères ne serait expliqué une mort aussi rapide compte tenu de la taille initiale de 35kb. À 
raison de 200pb perdus/cycle, 140 divisions cellulaires seraient nécessaires pour que les 
télomères atteignent une taille critique induisant la mort.  
Toutes ces données démontrent qu’en dépit de toutes les précautions prises au départ de notre 
étude, notre modèle cellulaire s’est  avéré peu sensible pour déceler une éventuelle contribution 
de la recombinaison. 
Dans le souci d’établir une réelle contribution de la recombinaison légitime ou non, nous nous 
sommes résignés à changer de modèle cellulaire mais aussi de stratégie. L’inhibition de 
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l’expression  des protéines de la recombinaison s’avère souvent plus informative qu’une 
surexpression de protéines. De plus, cette première étude nous a permis d’apprécier l’efficacité de 
l’invalidation par les shRNA produit dans les vecteurs EBV (D. Biard, brevet CEA). 
Afin d’étudier les relations entre la recombinaison et la maintenance des télomères, nous avons 
établi des clones exprimant de manière stable des séquences ARNi. En effet, l’ARNi constitue un 
outil biologique puissant permettant de reproduire les défauts biochimiques observés dans 
certains syndromes humains. Les vecteurs utilisés sont basés sur des séquences shARN produites 
dans des plasmides réplicatifs dérivés du virus d’Epstein-Barr (pEBV). Ils possèdent la 
particularité de se répliquer au même rythme que le génome (Aiyar et al., 1998), ce qui permet de 
limiter le nombre de copies par cellule à des doses physiologiques contrairement au siARN. De 
plus, ils sont maintenus dans le noyau sous forme épisomale après avoir s’etre associés aux 
chromosomes grâce à la protéine EBNA-1 (Marechal et al., 1999). Ce système limite les 
déconvenues liées (i) à la surexpression des siARN dans la cellule (ii) à l’intégration aléatoire 
dans le génome. 
 La plupart des approches d’ARNi à long terme sont basées sur l’utilisation de vecteurs 
intégratifs ou de vecteurs viraux. Dans les travaux basés sur des vecteurs non viraux, le long 
terme reste d’ailleurs tout relatif, la période de stabilité étant généralement de quelques jours, 
rarement quelques semaines (Butz et al., 2003; Laposa et al., 2003); (Paddison et al., 2002). Les 
vecteurs pEBV-siRNA présentent des propriétés particulièrement intéressantes pour l’ARNi à 
long terme: (i) une efficacité en transitoire similaire à celle des siARN duplex (ii) une extinction 
du gène cible dans plus de 95% des cellules deux semaines après transfection contre 50% avec un 
vecteur intégratif ; (iii) une extinction du gène cible dans la majorité des clones isolés ; (iv) une 
extinction stable pendant plus de 450 jours de culture ; (v) le maintien du phénotype associé à la 
perte de la protéine cible durant toute cette période. 
Ce système est d’autant plus intéressant  qu’il permet de mimer les pathologies humaines liées à 
un défaut  des voies de la réparation. Ce système permet de reproduire les défauts biochimiques 
associés à l’altération des voies de la réparation de l’ADN 
Ce choix est aussi motivé par le fait que certaines pathologies liées à un défaut de la réparation 
présentent aussi des altérations des télomères.  
Cependant, comme tout modèle, il en ressort quelques inconvénients qu’il faut considérer. 
Certains gènes sont essentiels à la viabilité cellulaire ; même à un faible taux, l’inhibition s’avère 
compliquée. En effet dans certains cas, les cellules maintiennent un niveau résiduel  qui autorise 
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la poursuite de la croissance cellulaire mais soulève la question quant à l’analyse du phénotype de 
perte de fonctions : le niveau résiduel est-il suffisant  pour maintenir la survie cellulaire ? Est-il 
aussi suffisant pour assurer d’autres fonctions ? 
De plus, certaines cellules survivent à l’inhibition de gènes essentiels et  continuent de proliférer. 
Dans ce cas précis, la survie peut être associée à un processus d’adaptation qui leur permet de 
compenser en  activant d’autres voies moléculaires. L’analyse du phénotype s‘avère périlleux et 
ne permette pas de trancher en faveur d’une implication directe de l’élément ciblé. 
Le choix du modèle cellulaire se justifiait d’abord par des contraintes techniques. La mise en 
place d’une stratégie d’inhibition basée sur l’expression de vecteurs shRNA nécessite des 
conditions expérimentales optimales. Dans ces circonstances, une lignée facilement manipulable,  
avec de surcroît des propriétés de prolifération non négligeables, constituent autant de critères 
auxquels répondait la lignée Hela.  
Par ailleurs, plusieurs études visant elles aussi à préciser le rôle de la réparation de l’ADN dans la 
maintenance des télomères, ont fait appel à ce modèle cellulaire motivant ainsi notre choix. De 
plus, il s’agit d’une lignée dont les conditions de transfection sont bien maîtrisées. Un tel outil 
nous permettait ainsi de valoriser l’apport de nos résultats dans la compréhension des télomères. 
Cependant, ce choix se heurte  à quelques inconvénients. Cette lignée se décline sous plusieurs 
formes: certaines lignées Hela correspondent à un type cellulaire adhérentes, d’autres se 
développent dans un milieu en suspension  et certaines autres sont dites mixtes (à la fois 
adhérentes et en suspension). Par abus, nous pourrions même dire qu’il y a autant de lignées Hela 
que de laboratoires de recherche. Le problème majeur réside alors dans la comparaison des 
différentes données obtenues dans ces lignées. En effet, la multitude de lignées Hela  laisse 
entendre que celles-ci n’ont plus grand-chose en commun excepté leurs provenances. Il apparaît 
difficile d’établir un modèle fiable  en tenant compte seulement des résultats obtenus dans ces 
diverses lignées.  
Par ailleurs, ces lignées sont polyploïdes (hypotetraploides) et leurs caryotypes sont très remaniés 
et complexes limitant les  études ayant attrait à la stabilité chromosomique.  
Une autre limite du système, inattendue, a perturbé l’analyse de l’instabilité télomérique. En 
effet, contrairement à d’autres lignées Hela,  des fusions télomériques n’ont pas été détectées. 
Ceci est d’autant plus surprenant que  l’instabilité télomérique est avérée. En dépit de toutes ces 
limites, le système pEBV constitue une approche intéressante. Dans une certaine mesure, ce 
travail de thèse a permis de valider l’utilisation des vecteurs permettant d’invalider les voies de la 
Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
 
  
- 156 / 215- 
réparation. Ce travail s’inscrit dans le cadre d’études préliminaires visant à optimiser par la suite 
ce même type de vecteurs mais dans d’autres types cellulaires afin de préciser l’influence des 
voies de la recombinaison sur le devenir d’un télomère perdu spontanément. En effet, au sein du 
laboratoire plusieurs études visent à établir les conséquences d’une perte spontanée d’un 
télomère. Ces pertes peuvent ainsi occasionner des cercles de cassures-fusions-ponts favorables à 
l’instabilité chromosomique. Ces extrémités restent instables jusqu'à l’acquisition d’un télomère 
soit par un échange non réciproque soit par fusion.  
Notre démarche se distingue des autres  en certains points. Alors que l’essentiel des études  
postulent une atteinte de la réparation des CDBs après l’invalidation ou l’inhibition des gènes 
codant pour les partenaires de la recombinaison, notre étude va au delà en précisant la nature de 
ces altérations. En effet,  notre travail poursuit l’étude déjà réalisée par Biard D. démontrant  que 
l’inhibition prolongée de l’expression du partenaire altérait la réponse aux dommages de l’ADN 
(blocage du cycle en phase G2 et réduction drastique de la survie cellulaire  après exposition aux 
agents génotoxiques). A cette occasion, nous avons caractérisé  la contribution de chacune de ces 
protéines lors de la réparation d’une cassure « propre » par un mécanisme NHEJ. Pour cela, nous 
avons eu recours  à un test de religation in vitro permettant de déterminer les événements mis en 
jeu  à la suite de la formation d’une cassure « propre »  (générée par une digestion enzymatique) 
dans un contexte déficient pour la recombinaison. Ce test a permis de  confirmer qu’une atteinte 
de l’expression des membres du NHEJ réduit considérablement son intervention dans la 
réparation de cassures doubles brins. Cependant, cette analyse est très complexe et difficile à 
mettre en place compte tenu du nombre de cellules requises pour l’obtention d’extraits 
protéiques.  
De plus, ce test pourrait occulter certaines régulations cellulaires observées dans des conditions 
physiologiques biaisant toute interprétation. En tenant compte des avancées dans le domaine de la 
réparation, le recours à des substrats dit in vivo constitue une sérieuse alternative à ce test qui 
reste très limité et beaucoup moins physiologique. 
Il aurait été intéressant  de déterminer les effets sur la voie complémentaire du NHEJ c'est-à-dire 
la RH. L’analyse de la recombinaison par une approche SCE est en général peu sensible ainsi que 
nous avons pu le constater pour la lignée HCA17.3. Les analyses sont en cours pour l’ensemble 
des lignées Hela invalidées. Nous avons alors envisagé d’utiliser un système basé sur des 
substrats in vivo. Ces vecteurs épisomaux porteurs de copies GFP tronquées restaurent 
l’expression de cette protéine par conversion génique. Aux premiers abords, cette technique 
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apparaît séduisante sachant que nous l’avons validé dans un premier temps avec la lignée 
HCA17.3. Pourtant, ce système n’est pas transposable aux cellules Hela. Différents tests (mesure 
de la recombinaison en présence ou non d’agents alkylants MNU, ou après expositions aux 
rayonnements ionisants IR) révèlent que les résultats obtenus sont peu reproductibles interdisant 
toute analyse  de la RH dans nos clones. Le principal inconvénient est relatif aux nombres de 
copies exprimées par cellules, qui varient selon l’efficacité de transfection. Certains systèmes 
permettent de mesurer un événement par cellule après l’induction d’une cassure consécutive à 
une digestion enzymatique. Cette approche dresserait un état de la RH par cellule. Cependant ces 
approches peuvent difficilement être réalisées de façon comparative sur des lignées déjà 
invalidées car elles nécessitent une étape de clonage. Il aurait fallu insérer le substrat de 
recombinaison avant l’établissement des différentes lignées KD. 
 Rôle de la réparation dans le maintien des télomères 
 
1. Rôle du NHEJ dans la maintenance des télomères  
 
Le télomère, de par sa structure, permet à la cellule de distinguer une cassure double brin d’une 
extrémité de chromosome assimilée à une « cassure naturelle ». Cette structure nucléoprotéique 
forme une protection contre tous types d’agressions (oxydatives, dégradation nucléolytique…). 
Cette distinction disparaît lorsque les extrémités perdent leur protection suite à une érosion 
massive ou une altération de leur structure. Dans ce cas, les télomères activent la signalisation  
des dommages de l’ADN menant soit à la sénescence, soit à la mort cellulaire. Des foci 
regroupant les protéines de la réparation s’associent aux télomères, afin de les signaler comme 
cassures (Takai et al., 2003). Les systèmes de surveillance de l’ADN interprètent les télomères 
comme des sites endommagés. Ces télomères endommagés pourraient interférer avec la 
réparation de cassures générées suite à un stress et s’en suit alors une radiosensibilité (Latre et al., 
2003). 
La cellule développe des stratégies sophistiquées pour maintenir l’intégrité de ces extrémités. 
L’une d’entre elles, consiste à recruter des protéines de la réparation pour assurer leur protection. 
Ce particularisme est d’ailleurs illustré par le rôle majeur exercé par DNA-PKcs et Ku. Il peut 
paraître paradoxal que des protéines impliquées dans la réparation canonique des cassures 
doubles brins préserve  l’intégrité d’une cassure dite naturelle. Selon certains, ces protéines 
auraient deux fonctions distinctes : l’une aux télomère, l’autre dans le reste du génome (Ribes-
Thèse Ali Ayouaz  01 Fevrier 2008 
 
  
- 158 / 215- 
Zamora et al., 2007). D’autres équipes sont en faveur d’un seul rôle mais orienté selon le contexte 
moléculaire et cellulaire (Slijepcevic and Al-Wahiby, 2005). Leur action permet un contrôle 
efficace de l’intégrité du télomère. Dès que le télomère est défectueux (longueur, protection) la 
signalisation cellulaire de prise en charge des cassures est déclenchée. 
Rôle de Ku dans la maintenance des télomères 
  
Jusqu'à présent, il était très difficile de déterminer la contribution de Ku  dans le fonctionnement 
des télomères humains aux vues des difficultés à établir des lignées dépourvues de Ku. En effet, 
Ku est un gène essentiel chez l’homme et son absence se révèle être létale pour les cellules 
humaines. Néanmoins, plusieurs travaux dont les notres témoignent d’une contribution majeure 
dans le maintien de l’intégrité des télomères. Ku s’apparenterait alors à une protection prévenant 
toute recombinaison inappropriée (fusions, délétion ou allongement rapide). A cet effet, nous 
avons démontré que l’inhibition à court terme de Ku  dans les cellules humaines déstabilise la 
structure des télomères provoquant à terme la perte entière des télomères démontrant que Ku est 
partie prenante dans la stabilité des télomères. Par ailleurs, d’autres travaux démontrent que 
l’inactivation fonctionnelle de Ku (délétion d’un allèle, inhibition par siRNA) provoque 
l’apparition de fusions conservant les séquences télomériques et privilégient donc le scenarii d’un 
rôle direct de Ku dans la protection des télomères humains (Jaco et al., 2004; Myung et al., 
2004). Par contre chez le rongeur,  plusieurs travaux font état de résultats contradictoires. Alors 
que certains observent une augmentation des fusions conservant les séquences télomériques dans 
les souris Ku86-/- (Espejel et al., 2002a; Espejel et al., 2004b; Samper et al., 2000), d’autres 
démontrent que la perte de Ku86 et Ku70 favorisent des fusions de télomères consécutives à un 
raccourcissement des télomères (d'Adda di Fagagna et al., 2001). Selon ces dernières 
observations, ces fusions seraient la conséquence d’une dérégulation de longueur suite à 
l’invalidation de Ku. Ainsi, les télomères courts constituent un substrat idéal pour former des 
fusions ce qui écarte par la même occasion l’hypothèse d’un rôle de protection. Cette théorie, 
assez séduisante, à l’avantage d’avoir été décrite auparavant chez la levure, mais elle implique 
que les fusions des télomères courts fassent appel à un mécanisme de ligation indépendant de Ku 
(Baumann and Cech, 2000). En effet, chez les mammifères, les fusions de télomères 
dysfonctionnels requièrent Ku et LIGIV. La délétion conditionnelle de Ku70 abolit les fusions 
induites par  le mutant TRF2, suggérant alors que les fusions impliquant des télomères courts 
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diffèrent de celles induite par le dysfonctionnement des télomères (Celli et al., 2006). Une récente 
analyse des jonctions de fusions issues de télomères courts ou déprotégés révèlent une différence 
de comportement au niveau des cellules humaines. Selon leurs prédictions, les télomères courts 
résulteraient des événements de microhomologie, mécanismes indépendants de Ku. Dans ce cas,  
les fusions observées dans les souris déficientes seraient  la conséquence indirecte  du rôle de Ku 
dans la régulation de la taille. Toutefois, cette théorie se heurte  à quelques contradictions. En 
effet, certaines études démontrent que les fusions des télomères courts sont abolies en absence de 
KU86 suggérant que la fusion des télomères courts fasse appel à des événements dépendant de  
Ku  allant à l’encontre de la théorie présentée un peu plus haut.  
La notion de protection est aussi définie par sa capacité à limiter les événements de 
recombinaison. Il a été ainsi démontré que Ku70 agissait de concert avec TRF2 pour réprimer les 
échanges de chromatides sœurs au niveau des séquences télomériques. En effet, l’invalidation 
conjuguée de TRF2 et Ku70 entraîne l’augmentation de la fréquence  des échanges télomériques 
dépendants de la RH. Tous ces résultats concourent à dire que Ku participe activement à la 
protection des télomères.  
La question relative quant à la participation de Ku dans la régulation de la longueur des télomères 
est encore moins évidente. En plus de son rôle dans la protection des télomères, Ku semble 
opérer dans la régulation de la taille des télomères mais là encore les conclusions divergent. Chez 
l’homme, l’inhibition de Ku86 entraîne une réduction de la taille indiquant qu’il joue un rôle de 
régulateur positif de la taille. Néanmoins, notre analyse n’a pas permis de déceler une variation 
de la taille après l’inhibition transitoire de Ku70. Ainsi, ce rôle de régulation de la taille apparaît 
controversé aussi bien chez l’homme que chez les autres mammifères tels que la souris. En effet, 
dans un  cas, son absence entraînerait un allongement de la taille des télomères (Samper et al., 
2000) (Espejel et al., 2002a), et dans l’autre la  perte des télomères dans les cellules murines 
(d'Adda di Fagagna et al., 2001). Le rôle de Ku dans le contrôle de la taille peut se justifier aussi 
par son interaction avec TRF1, élément clef de la régulation de l’homéostasie télomérique. Dans 
ce cas précis, il se peut que Ku agissent en synergie avec TRF1 pour contrôler la taille. Pourtant, 
aucune autre donnée ne permet d’étayer un lien direct entre  l’interaction Ku/TRF1 et son 
éventuel rôle dans la régulation de la taille  
Ces travaux posent le problème inhérent au rôle Ku dans la biologie des télomères. Est-ce que la 
fonction de contrôle de la taille est dissociée de celle de la protection si oui comment la 
régulation se met elle en place ? Certains prônent un rôle direct de Ku dans le maintien des 
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télomères, alors que d’autres évoquent une conséquence d’une dérégulation de la taille. La 
réciproque est aussi possible c'est-à-dire que la dérégulation de la protection pourrait être à 
l’origine d’une modification de la taille. En effet, il a été proposé que l’allongement des 
télomères observé dans les souris Ku86 -/- résulte d’un échange télomérique faisant appel à la RH 
(Samper et al., 2000). Il est fort à penser que ces 2 fonctions soient distinctes mais intimement 
lié, ainsi l’altération d’une fonction entraîne le déséquilibre de l’autre fonction. 
a) Rôle de DNA-PKcs 
A l’instar de son partenaire Ku, DNA-PKcs serait impliqué dans divers processus télomériques. 
Plusieurs équipes s’accordent à dire que DNA-PKcs  contribue à la protection des télomères. Nos 
résultats vont dans ce sens, démontrant que la perte de l’expression de DNA-PKcs conduit à une 
instabilité télomérique qui se manifeste par des pertes de télomères entiers. Dans d’autres 
circonstances il a été avéré que l’intégrité des télomères repose entre autres sur la présence de 
DNA-Pkcs. L’inhibition de DNA-Pkcs par interférence ARN mène à la perte des extrémités 
chromosomiques  tout en préservant leurs séquences télomériques. Ces résultats sont en faveur de 
l’hypothèse d’un défaut de protection. Compte tenu de la taille de la protéine (460kD), nous 
pourrions spéculer quant à un rôle de protection limitant tout accès aux séquences terminales des 
chromosomes. En association avec d’autres protéines plus spécifiques, DNA-PKcs masquerait les 
extrémités chromosomiques empêchant leur reconnaissance par des systèmes de veille de l’ADN. 
Alternativement, il semble que cette fonction de protection requière l’activité kinase de DNA-
Pkcs. Ainsi, le traitement des cellules humaines par un agent pharmacologique, IC86621, ciblant 
l’activité kinase de DNA-PKcs reproduit le même phénotype que celui obtenu après l’expression 
de siRNA ciblant DNA-PKcs. Il semble donc que son activité kinase soit nécessaire à la stabilité 
des télomères (Bailey et al., 2004b). De plus, la proportion de fusions dans les cellules traitées 
dépasserait de loin celles observés dans des cellules invalidées génétiquement pour DNA-PKcs 
(Bailey et al., 2004b). Un tel effet peut s’expliquer par la nature de l’inhibition. Une 
augmentation des fusions post-irradiation est détectée dans des cellules faiblement invalidées 
pour DNA-PKcs En présence de dommages, la forme inactive de DNA-PKcs persisterait sur les 
sites télomériques empêchant toute action d’autres éléments protéiques. L’activité kinase 
permettrait alors de réguler la fixation d’autres éléments protéiques sur les télomères. A l’image 
de TRF2, DNA-PKcs régulerait la stabilité des télomères mais dans une moindre mesure puisque 
son absence ne génère pas de phénotypes aussi sévères que ceux observés après l’inhibition de 
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TRF2. Il se peut alors que la fonction de Ku et DNA-PKcs soient redondantes expliquant un 
phénotype télomérique plus modéré. 
DNA-PKcs se distingue aussi par sa capacité à réguler la taille des télomères. Nos résultats 
laissent entendre que DNA-PKcs régulerait négativement la taille des télomères. En effet, les 
cellules Hela dépourvues de DNA-PKcs présentent des télomères anormalement longs. A ce jour, 
aucune étude ne fait état d’une corrélation entre le statut de DNA-PKcs et la longueur des 
séquences télomériques humaines. Ceci étant, certaines études ont été menés chez d’autres 
mammifères et notamment la souris qui s’accordent à dire que DNA-PKcs  régule la taille des 
télomères, mais leurs conclusions divergent quant à son véritable rôle dans l’homéostasie 
télomérique. L’examen de la taille des télomères dans les souris SCID, syndrome causé par une  
mutation hypomorphique de DNA-PKcs, montre un allongement des télomères (Hande et al., 
1999), (Goytisolo et al., 2000b). En revanche, une autre étude des souris DNA-PKcs-/- constate 
aucune variation de la taille ou un raccourcissement  des télomères contredisant les précédents 
faits(Espejel et al., 2002b; Espejel et al., 2004b). Aux vues de nos résultats, il parait plus 
plausible d’accréditer la thèse d’une répression de l’élongation des télomères. Toutefois, la nature 
de l’allongement des télomères demeure obscure. Dans un premier temps, le rôle de l’activité 
kinase de DNA-Pkcs dans la régulation de la taille a été évoqué. En effet, dans les cellules SCID, 
la reconstitution de l’activité kinase après l’expression d’une forme fonctionnelle de DNA-PKcs 
restaure une taille des télomères comparable à celle des lignées parentales. Ainsi,  une activité 
résiduelle de DNA-PKcs pourrait interférer dans le contrôle de la taille des télomères (Wong and 
Slijepcevic, 2004).  
Cependant, il a été démontré que l’inhibition prolongée de DNA-PKcs abolissait toute activité 
kinase dans les cellules Hela (Despras et al., 2007). Il parait alors difficile de justifier cette 
élongation par une  simple modification de l’activité kinase. Toutefois, la sensibilité du test ne 
permet pas de conclure à l’abolition complète de son activité kinase. 
Cette élongation pourrait-elle impliquer la télomérase ? Selon cette hypothèse, DNA-PKcs 
réprime l’accès de la télomérase. Donc, la télomérase aurait accès aux télomères dés la 
suppression de la protéine DNA-PKcs (Espejel et al., 2002b). Cependant,  d’autres travaux font 
état d’une coopération entre la télomérase et DNA-PKcs écartant d’emblée cette hypothèse. En 
effet, l’invalidation de la protéine DNA-PKcs dans les cellules dépourvues de télomérase 
accentue le raccourcissement des télomères suggérant une synergie entre ces 2 partenaires. De 
plus, l’examen des cellules SCID ou DNA-PKcsKD révèle aucune modification de leur activité 
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télomérase in vitro excluant sa contribution dans les fluctuations de la taille des télomères (Wong 
and Slijepcevic, 2004). 
L’existence de télomères longs peut aussi présager d’une dérégulation de la recombinaison 
télomérique. De ce fait, l’examen de la recombinaison télomérique révèle des échanges de 
chromatides sœurs plus nombreux dans les cellules SCID établissant un lien entre l’allongement 
des télomères et l’état de la recombinaison. De plus, l’expression d’un mutant de hRAD54 dans 
les cellules SCID affecte la recombinaison des télomères et  restaure une  longueur des télomères 
comparable à celle de la lignée parentale(Wong and Slijepcevic, 2004). Ces effets sont aussi 
reproduits après la reconstitution de l’activité kinase de DNA-PKcs. Par contre, l’expression du 
mutant Rad54 ou de la forme fonctionnelle DNA-PKcs n’a aucune incidence sur l’évolution du 
profil télomérique  pour les cellules invalidées pour DNA-PKcs (Wong and Slijepcevic, 2004). 
Aux vues de ces résultats, la diminution de l’activité kinase de DNA-PKcs mènerait à une 
stimulation de la recombinaison qui se traduit par une élongation des télomères illustrant la 
coopération entre le NHEJ et la RH dans le maintien de l’intégrité des télomères.  
Néanmoins cette hypothèse ne semble pas s’appliquer à nos clones DNA-PKcsKD puisqu’ aucune 
modification de la recombinaison  télomérique n’a été observée dans ces clones. Il conviendrait 
alors de co-exprimer un mutant de la recombinaison dans ces cellules afin étayer cette hypothèse.  
L’ensemble de ces résultats indique que DNA-PKcs jouerait un rôle indirect dans la régulation de 
la taille des télomères. Sa contribution serait en fait la conséquence de sa propre fonction dans la 
protection des télomères. A l’image de TRF2, DNA-PKcs protégerait les télomères de la 
recombinaison. Une altération de sa fonction de protection lèverait le sceau de la répression de la 
recombinaison télomérique, synonyme d’une élongation des séquences terminales. Pourtant,  ce 
scenarii rend compte de quelques contradictions. Alors comment expliquer que l’abolition 
complète de DNA-PKcs n’ait aucune incidence sur la longueur des télomères (Espejel et al., 
2002b) alors que la réduction de son activité kinase génère des télomères longs ? L’explication la 
plus probable résiderait dans la présence de DNA-PKcs aux télomères. Dans les souris invalidées, 
la protéine est indétectable, donc absente des télomères. Par contre, les souris SCID  présentent 
une forme tronquée de DNA-PKcs (domaine C-terminale tronqué) qui pourrait ainsi affecter 
l’interaction d’autres protéines  avec les télomères.  
A ce titre, le complexe DNA-PK (DNA-PKcs et Ku) sont des éléments incontournables de la 
maintenance des télomères tant par leur implication directe dans la protection des télomères que 
par leurs participations à l’homéostasie télomérique.  
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b) Rôle de la Ligase IV 
Bien qu’absent des télomères, la Ligase IV semble être impliquée dans la protection des 
télomères. En effet, nos résultats indiquent que son inhibition transitoire ou prolongée porte 
atteinte à l’intégrité des télomères. Cette atteinte relève probablement d’une fonction liée au 
maintien de la stabilité chromosomique puisque les cellules LIGIV-/- sont très instables et 
présentent de nombreuses cassures chromosomiques (Ferguson et al., 2000). L’instabilité 
télomérique ne serait alors que l’une des nombreuses manifestations de l’instabilité plus globale. 
Cependant, l’ampleur de l’instabilité télomérique dépasse largement celle de l’instabilité 
chromosomique indiquant que les télomères sont préférentiellement affectés, comparé au reste du 
génome. D’autres faits dans la littérature précisent la fonction de la LigaseIV dans la maintenance 
des télomères. Il s’avère que cette protéine est davantage impliquée dans la réponse aux 
disfonctionnements télomériques que dans la protection des extrémités chromosomiques. Ainsi, 
les fusions induites par un mutant TRF2, sont abolies suite à l’invalidation de la Ligase IV dans 
les cellules murines confirmant le  rôle du NHEJ dans la réponse à une protection télomérique 
défaillante (Smogorzewska et al., 2002). Chez l’homme, aucune étude n’aborde cette question 
compte tenu de la létalité occasionnée par la perte de la LigaseIV et le faible nombre de patients 
atteints d’un syndrome LIGIV. 
Cependant, il a été démontré que les patients souffrant de syndromes LIGIV possédaient des 
télomères plus courts que des sujets sains du même âge (Cabuy et al., 2005). Ce raccourcissement 
prématuré  a été mis en évidence dans des cellules provenant de deux patients différents écartant 
l’hypothèse d’un résultat artéfactuel, d’autant qu’il est corrélé à la radiosensibilité cellulaire. 
Cette tendance a été confirmée par nos soins puisque nous démontrons qu’une inhibition 
prolongée de la ligase IV mène à une réduction drastique (>50%) de la longueur des télomères. 
Ce raccourcissement peut témoigner d’une dérégulation de la longueur des télomères mais peut 
être aussi la conséquence d’une mauvaise réparation qui conduirait à terme à la perte des 
télomères.  
Une analyse plus précise a permis d’étudier les pertes télomériques dans les cellules NHEJKD. En 
effet, ces pertes sont associées à des cassures subtélomériques suggérant qu’en absence de NHEJ 
les cassures s’accumulent dans les régions subtélomériques. Cette hypothèse, assez  séduisante,  
se référe à des travaux  faisant état d’une réparation défaillante des lésions télomériques 
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comparée au reste du génome(Petersen et al., 1998; Richter et al., 2007; von Zglinicki et al., 
2000). Selon notre modèle, les protéines du NHEJ présents aux télomères constitueraient un 
« réservoir » capable d’être mobilisé sur des sites télomériques endommagés. En leur absence, 
ces cassures s’accumulent et génèrent des pertes de télomères entiers. Dans le but de démontrer 
cette accumulation, nous avons de envisagé de détecter les cassures télomériques en quantifiant le 
nombre de foci γH2AX répartis le long des télomères. Ceci nécessite d’étirer au préalable les 
chromosomes sous forme de fibres tout en conservant la structure chromosomique afin 
d’optimiser la résolution de la détection. 
 Certaines protéines du NHEJ contribuent à préserver l’intégrité des télomères en réparant 
efficacement  les dommages télomériques survenus lors d’un stress physiologique (attaques de 
radicaux libres sur les séquences télomériques) ou autre agression cellulaire. Nos résultats 
préliminaires semblent montrer des signaux γH2AX aux télomères défectueux. 
 
2. Rôle de la RH dans la maintenance des télomères 
A l’image des protéines du NHEJ, les protéines de la recombinaison homologue  participent à 
l’homéostasie dans les cellules de mammifères mais leur rôle reste à préciser. Chez la levure, la 
perte de RAD52 ou de RAD51 n’affecte pas la longueur des télomères, en revanche  l’inhibition 
de RAD52 et RAD51 dans un contexte télomérase négative (est, tlc) accélère l’entrée en 
sénescence  (Le et al., 1999; Lundblad and Blackburn, 1993).  A l’exception du rôle joué dans le 
mécanisme ALT (Henson et al., 2002; Yeager et al., 1999), la contribution de la RH dans le 
maintien des télomères reste floue. Ainsi, des travaux ont été menés chez la souris pour définir 
leur rôle dans l’intégrité télomérique. Mais l’analyse reste délicate, en effet, l’invalidation de 
plusieurs de ces membres est létale pour les cellules de mammifères y compris les rongeurs. 
La protéine RAD54, partenaire de RAD51, est impliquée dans l’invasion de brins et son rôle dans 
la recombinaison est conservé  notamment chez les rongeurs. Son invalidation conduit ainsi à une 
réduction des échanges de chromatides sœurs, produits de la conversion génique. La contribution 
de Rad54 dans le maintien de l’intégrité des télomères humains n’a pas encore été déterminée. 
L’établissement  des clones Hela RAD54KD  nous a permis de mettre en évidence le rôle de 
RAD54 dans la protection des extrémités chromosomique. En effet, des pertes spontanées de 
télomères sont observées suite à l’extinction prolongée de RAD54 témoignant d’une éventuelle 
déprotection des télomères. Ce rôle a été déjà évoqué chez la souris où l’invalidation de RAD54 
dans les cellules embryonnaires est à l’origine d’une forte instabilité télomérique qui se manifeste 
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principalement par des fusions chromosomiques. Il n’est pas rare de retrouver des séquences 
télomériques au niveau des jonctions  formées entre les deux chromosomes indiquant un défaut 
de protection en absence de Rad54 et non un raccourcissement des télomères. Indépendamment 
de sa fonction d’helicase, RAD54  contribuerait comme d’autres éléments à l’établissement d’une 
structure fonctionnelle préservant les extrémités des télomères de toute agression extérieure. 
Toutefois, cette hypothèse n’a de sens que si RAD54 interagit avec les télomères. Or, à ce jour, la 
présence de RAD54 aux télomères reste à prouver. Son action nécessiterait l’intervention d’autres 
partenaires capables d’interagir directement avec les télomères.   
Par ailleurs, RAD54 prendrait aussi part à la régulation de l’homéostasie télomérique. Nos 
travaux mettent en évidence une légère modification de la taille des télomères sans pour autant 
affecter l’activité télomérase. Ces résultats confortent ceux démontrés chez la souris. 
L’examen de souris dépourvues de RAD54 révèle une réduction importante de la longueur des 
télomères (Jaco et al., 2003). Cependant, l’invalidation de RAD54 ne conduit pas à une perte du 
signal télomérique supposant que les télomères les plus courts soient allongés par la télomérase 
afin d’éviter le déclenchement de la sénescence (Jaco et al., 2003). De plus, cette diminution de la 
taille n’est pas associée à une dérégulation de l’activité télomérase. RAD54 serait donc 
directement impliqué dans le contrôle de la taille des télomères.  
L’ensemble des données recueillies chez l’homme ou le rongeur  indiquerait que RAD54 
participe à la maintenance des télomères. 
Tout comme Rad54 ou de RAD51D, RAD51 pourrait exercer certaines fonctions dans le but de 
préserver des télomères. RAD51, élément clef de la recombinaison homologue, est essentiel à la 
viabilité des cellules de mammifères. En effet, l’invalidation de RAD51 dans les cellules murines 
conduit à une létalité embryonnaire au stade E8 (Tsuzuki et al., 1996). Ces cellules 
embryonnaires RAD51-/- sont incapables de proliférer et présentent une sensibilité accrue aux  
radiations ionisantes. L’absence de cellules viables pour l’invalidation génique de RAD51 a 
limité les études visant à déterminer la contribution de RAD51 dans la maintenance des télomères 
dans les cellules normales. C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail. L’extinction 
transitoire ou prolongée à l’aide des vecteurs pEBV-siRNA constitue une approche innovante. 
Comparé à d’autres gènes, l’extinction de RAD51 a été plus délicate. Alors que l’extinction 
transitoire de RAD51 est concluante avec une efficacité de réduction de l’expression de 95%, à 
long terme, cette réduction ne représente plus que de 30 à 50% du taux constitutif. Malgré cette 
faible extinction, nous avons été en mesure d’observer une instabilité télomérique suite à la perte 
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d’expression de RAD51. A l’instar de RAD54, l’absence partielle de RAD51 se traduit par une 
accumulation de pertes télomériques ainsi qu’une modeste réduction de la taille. Dans la mesure 
où cette réduction est partielle, il est facile d’imaginer des conséquences plus marquées si 
l’extinction avait été totale. 
Il est intéressant de constater que les phénotypes télomériques caractérisés après une invalidation 
à long terme  des clones RAD54KD et RAD51KD sont comparables en tout point,  il nous faut  
alors définir la nature de leurs actions. Cette symétrie illustre en fait la contribution de la RH dans 
le maintien des télomères. Reste à savoir si l’altération des télomères caractérise une action 
spécifique de la RH  aux niveaux des extrémités terminales ou si elle illustre plutôt une instabilité 
génomique étendue à d’autres régions. En effet, l’accumulation de cassures chromosomiques est 
en faveur d’une instabilité chromosomique plus globale. Néanmoins, la fréquence à laquelle les 
télomères sont perdus dans leur totalité est supérieure à celles  des cassures observées dans le 
génome indiquant un effet spécifique et ciblée sur les séquences subtélomériques. Des tests 
réalisés in vitro démontrent que RAD51 et RAD52 sont  nécessaires à la formation d’une T-Loop 
supposant que la RH  contribuerait à  la mise une place d’une protection à l’extrémités des 
chromosomes (Verdun and Karlseder, 2006) 
Une analyse plus précise révèle que les pertes des télomères dans les cellules HRKD se produisent 
majoritairement sur une chromatide. Un tel profil évoque un problème survenu lors de la 
réplication. Le couplage HR-réplication a déjà été abordé dans la littérature mais pour des 
séquences interstitielles. Lors de la réplication, la polymérase peut rencontrer des lésions qui 
ralentissent ou bloquent la progression de la fourche. Pour poursuivre cette progression, la 
machinerie réplicative fait appel à deux mécanismes pour s’affranchir de ces lésions : il s’agit de 
la synthèse translésionnnelle (Kannouche and Stary, 2003) et de la recombinaison homologue 
(Saintigny and Lopez, 2002). Ces deux mécanismes permettent à la cellule de tolérer certains 
obstacles aux abords de la fourche de réplication. 
L’implication de la RH dans la réplication des télomères ne serait pas fortuite. En présence de la 
recombinaison, les lésions présentes sur l’un des brins seraient contournées afin de poursuivre la 
progression de la fourche aux télomères. Par contre, une défaillance de la RH entraînerait un arrêt 
de la fourche qui pourrait s’avérer plus ou moins délétère selon le brin affecté (Figure 20). 
L’analyse préliminaire  par CoFISH ne permet de conclure à une perte préférentielle d’un des 
télomères, et suggèrerait que les lésions affectent indifféremment les brins directeurs et brins 
retardataires. La mesure de la progression de la fourche au niveau des séquences télomériques 
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constitue une approche séduisante afin d’établir la connexion entre la recombinaison et la 
réplication des télomères. Cette étude apparaît toutefois compliquée compte tenu  des contraintes 
liées à la technique. En effet, le peignage moléculaire assure une résolution d’une dizaine de kb, 
et nécessite alors des télomères longs pour visualiser aisément  la progression de la fourche.  
 
 
Figure 20: Modèle décrivant la contribution de la RH dans la réplication télomérique. 
L’ADN télomérique  est soumis à un stress oxidatif générant des lésions de l’ADN télomérique. Selon certains 
travaux, ces lésions persisteraient dans les régions télomériques compte tenu de la faible accesibilité de la machinerie 
de réparation. Ainsi, elles  sont peu ou mal réparées lorqu’elles surviennent dans des régions télomériques. Lors de la 
réplication, ces lésions ralentiraient  la progression de la fourche de réplication aux abords des télomères. Dans un 
contexte proficient pour la RH, ces lésions seraient  prises en charge par la recombinaison homologue qui 
s’affranchit de cette lésion autorisant la  poursuite de la réplication (adaptée du modèle de « chicken fork »). La 
lésion persiste mais ne donne lieu qu’à des cassures subtélomériques correspondant au profil de type II (perte de 
télomères associée à une cassure). En absence de la RH, cette lésion persiste provoquant l’arrêt de la réplication 
voire la dégradation d’une partie des brins télomériques matrices, caractéristiques du profil I (perte télomérique 
seule). Les altérations de type II persistantes générent aussi  des lésions de type I lors de la division cellulaire 
suivante.  
 
3. Rôle distincts de la RH et du NHEJ dans l’homéostasie télomérique 
Aux vues des données recueillies durant notre étude, il apparaît que la recombinaison illégitime 
ou non  assure le maintien de l’intégrité télomérique. L’absence des protéines du NHEJ ou de la 
RH conduit aux mêmes effets c’est à dire un dysfonctionnement des télomères, mais leur 
contribution respective dans ce maintien n’est pas clairement définie dans la littérature. Ainsi, des 
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altérations diverses peuvent produire les mêmes effets et nous sommes en droit de nous interroger 
sur la nature exacte de la contribution du  NHEJ et la RH au sein des télomères. 
La relation entre le NHEJ et la RH pour un même substrat a déjà été décrite dans le cadre de la 
réparation des cassures doubles brins. Plusieurs hypothèses ont été abordées : voies 
distinctes(Ristic et al., 2003), collaboration entre les deux voies ou même une compétition (Allen 
et al., 2003; Allen et al., 2002). Des données récentes sont en faveur d’une contribution distincte 
dans la réparation des cassures CDBs. Ainsi, les protéines du NHEJ seraient recrutées 
précocement et de manière transitoire pendant que les acteurs de la RH apparaissent plus 
tardivement et persistent sur le site endommagé(Kim et al., 2005). Dans ce cas, le NHEJ serait un 
mécanisme de réparation immédiat alors que la RH prend en charge des cassures résiduelles. 
Cette organisation pourrait être transposée aux télomères. Plusieurs exemples sous-entendent une  
contribution distincte dans le maintien des télomères. L’analyse des souris RAD54-/- DNA-
PKcs-/-  révèlent plus de fusions télomériques que dans les simples mutants, indiquant que 
RAD54 et DNA-PKcs coopèrent dans la protection des télomères(Jaco et al., 2003). Afin de 
préciser cette collaboration, une analyse des brins impliqués dans les fusions télomériques a été 
entreprise  par CoFISH  démontrant que les fusions induites par RAD54 différent de celles 
consécutives à l’invalidation de DNA-PKcs. En effet, les fusions dans les cellules DNA-PKcs -/-  
impliquent préférentiellement les télomères issues de la réplication des  brins directeurs et 
suggère que DNA-PKcs a un rôle post réplicatif dans la maintenance des télomères. Par contre, 
les brins impliqués dans les  fusions observées sont aléatoires dans les cellules RAD54-/- 
suggérant que RAD54 exerce une fonction distincte de celle occupée par DNA-PKcs. Cette 
collaboration a été mise en évidence dans les souris Ligase IV-/- où l’invalidation de RAD54 
accroît le nombre de chromosomes dicentriques (Mills et al., 2004). Bien que la nature des 
fusions n’ait pas été établie, l’absence conjointe de la ligase IV et RAD54 pourrait être à l’origine 
de fusions télomériques suggérant un rôle distinct de la LIGIV et RAD54 dans la maintenance 
des télomères.  
La coopération entre la RH et le NHEJ a aussi été évoquée lors de la régulation de la taille des 
télomères. Comme nous l’avons décrit un peu plus haut, l’inhibition de l’activité kinase de DNA-
PKcs dans les cellules SCID favorise l’élongation des télomères et une augmentation de des 
échanges de chromatides sœurs aux télomères (Wong and Slijepcevic, 2004). Ainsi, une baisse 
d’activité du NHEJ serait alors compensée par une augmentation de la RH  aux télomères 
confortant l’idée de coopération entre le NHEJ et la RH dans l’homéostasie télomérique. 
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Aux vues de nos résultats, ces voies exerceraient des fonctions distinctes mais très 
complémentaires. La voie du NHEJ assurerait la protection des télomères et la réparation 
d’éventuels dommages CDBs, alors que la RH serait davantage impliquée dans la réplication des 
télomères. L’établissement de clones double KD réprimant à la fois  l’expression d’une protéine 
de la voie NHEJ et de la RH permettrait de préciser un peu plus la coopération de ces 2 voies 
dans la maintenance des séquences télomériques humaines. Ainsi plusieurs combinaisons sont 
envisageables DNA-PKcsKD/Rad54KD, DNA-PKcsKD/RAD51KD, LigIVKD/Rad54KD, LigIVKD 
/RAD51KD. Techniquement ces combinaisons sont possibles, puisque le vecteur produisant les 
shRNA  est décliné sous deux formes : l’une portant le gène de sélection hygromycine, l’autre 
avec le gène puromycine. De même que chez les souris doubles KO, l’inhibition conjuguée de la 
RH et du NHEJ affecterait la viabilité cellulaire conditionnant l’étude des télomères dans ces 
cellules mais ouvrirait d’autres perspectives dans la compréhension des télomères. 
Complexe MRN 
 
1. Modèle syngénique MRN : radiosensibilité et réparation  
Le complexe MRE11/RAD50/Nbs1 joue un rôle majeur dans différents processus cellulaires 
essentiellement dans la réparation des cassures double brin de l’ADN (CDB ou DSB) que ce soit 
par NHEJ ou par recombinaison homologue, mais aussi dans l’entretien des télomères ou encore 
dans l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire. Ce large éventail de fonctions peut 
s’expliquer par la diversité  de ses activités, enzymatiques ou non, du complexe MRN. L’étude 
du rôle de complexe MRN dans le maintien des télomères a fait l’objet de nombreuses 
investigations dans les cellules de mammifères et plus particulièrement chez l’homme mettant  en 
évidence les différentes facettes de ce complexe au sein des télomères. Chez l’homme, l’essentiel 
des données recueillies a été obtenu à partir de cellules provenant de patients arborant des  
mutations hypomorphiques du gène NBS1  ou bien suite à l’inhibition transitoire des membres du 
complexe rendant toute comparaison délicate. Dans cette optique, notre travail a permis d’établir 
les contributions respectives de chacun des membres dans un même fond génétique, conditions 
appréciables pour les cellules de mammifères. En effet, chez les eucaryotes, l’invalidation des 
gènes codant pour MRE11, NBS1 et RAD50 est létale ce qui rend difficile l’analyse de leurs 
rôles respectifs pour quelques mécanismes qu’ils soient. L’étude de cellules issues de patients se 
heurte à un inconvénient majeur puisque les mutations, à l’origine de ces syndromes, sont dites 
hypomorphiques. Les protéines formées conservent tout de même une activité biologique 
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résiduelle. Compte tenu de l’origine de ces cellules, il faut prendre en considération la variabilité 
interindividuelle lors de l’interprétation des phénotypes. Dans cette perspective, l’utilisation des 
vecteurs épisomaux pEBVsiRNA NBS1 et siRNA MRE11, nous ont permis de mimer 
respectivement  ces syndromes NBS et ATLD et tout en conservant un même contexte cellulaire 
(Biard, 2007).  
Ces clones NBS1KD et MRE11KD sont semblables en tout point aux cellules issues des patients 
NBS et ATLD. Ces clones ne tolèrent pas les dommages induits par les agents génotoxiques (RI, 
VP16) (Biard, 2007)  et présentent des profils cytologiques comparables aux cellules des patients. 
En effet, les protéines MRE11 et RAD50 sont séquestrées dans le cytoplasme  des cellules 
NBS1KD confortant les précédents résultats obtenus dans les cellules de patients NBS (Maser et 
al., 1997). La comparaison ne s’arrête pas là puisque l’invalidation de MRE11 ou de RAD50 
dans les cellules Hela  entraîne l’extinction des deux autres partenaires protéiques, mais aussi  
dans les lignées humaines HCT116 (Takemura et al., 2006). Selon leur hypothèse, la protéine 
MRE11 devait stabiliser le complexe et prévenir d’une éventuelle dégradation des autres 
partenaires du complexe MRN par le protéasome. Contrairement aux autres partenaires, RAD50 
n’est pas impliqué dans la réponse à l’irradiation. En effet, son inhibition ne sensibilise pas les 
cellules Hela aux agents génotoxiques (Biard, 2007) et n’occasionne pas de défauts de croissance  
en accord avec les études réalisées chez des souris exprimant une mutation hypomorphiques 
RAD50S (Bender et al., 2002).  
La radiosensibilité des cellules NBS1KD et MRE11KD pourrait s’expliquer par un défaut de la 
réparation des cassures doubles brins. Chez la levure, le complexe MRX est impliqué dans la 
voie de réparation du NHEJ et de la RH (Moore and Haber, 1996). Chez l’homme, la 
participation de NBS1 dans la recombinaison homologue est avérée; par contre son implication 
dans la régulation du NHEJ reste controversée. Des études in vitro ont révélé que le complexe 
MRN était indispensable à une ligation efficace des extrémités, il a d’ailleurs été proposé  que le 
complexe stabilise  et aligne les extrémités de manière à faciliter la réaction de ligation par le 
complexe XLF /XRCC4/LIGIV (Huang and Dynan, 2002). Au contraire, chez le Xenope, la 
ligation in vitro n’est pas compromise par la déplétion de la protéine MRE11 ce qui exclut tout  
rôle de MRE11 dans la religation par NHEJ (Di Virgilio and Gautier, 2005). En accord avec les 
travaux de Huang, nous observons une réduction significative de la religation dans les extraits 
provenant des cellules NBS1KD et plus modérée dans les cellules MRE11KD confirmant 
l’implication de NBS1 et MRE11 dans la voie de réparation par NHEJ. En revanche, l’inhibition 
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prolongée de RAD50 n’entraîne pas de défauts majeurs de la réparation par NHEJ. Toutes ces 
données indiquent que la radiosensibilité des cellules NBS1KD et MRE11KD peut être corrélée à 
leur aptitude à réparer efficacement les cassures induites.   
Notre modèle permet ainsi de reproduire  ou de créer un défaut du complexe MRN dans les 
cellules humaines et constitue un outil très puissant pour définir le rôle du complexe MRN dans 
la stabilité des télomères.  
 
2. le Complexe MRN et les télomères 
a) MRN et l’instabilité télomérique 
Le complexe MRN est impliqué dans le maintien de l’intégrité du génome du fait de sa 
participation dans la réparation de l’ADN. Compte tenu de leurs ressemblances avec les cassures 
double brins, les télomères constitueraient une cible toute désignée pour le complexe MRN. 
D’ailleurs à plusieurs égards, le complexe MRN participe au métabolisme des télomères. Il 
régulerait la taille des télomères, assurerait leurs protections et veillerait au bon déroulement de la 
réplication. D’abord décrits chez la levure, plusieurs travaux font part de son rôle dans 
l’homéostasie télomérique, mais la variété des modèles cellulaires utilisés ne permet pas de 
définir précisément la contribution respective de chacun aux télomères.  
Nous avons montré que l’extinction à court terme  de NBS1 occasionne une instabilité 
télomérique marquée avec notamment un bon nombre de télomères perdus, après seulement 
quelques jours d’inhibition. Néanmoins, cette instabilité  ne persiste pas au cours des divisions 
cellulaires suggérant que l’accumulation des pertes mène à la mort cellulaire. D’autres travaux 
confirment que NBS1 joue un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité télomérique. Ainsi, 
l’inhibition transitoire de NBS1 dans les cellules humaines lymphoblastiques WTK1 favorise les 
associations télomériques (Zhang et al., 2005). Par ailleurs, la protection exercée par NBS1 
nécessiterait l’intervention d’ATM. Des pertes de télomères entiers  sont relevées suite à 
l’expression d’un mutant NBS1 privé de sites de phosphorylation pour ATM  mais aucune 
modification de la taille n’a été constatée. Ainsi, la fonction de NBS1 aux télomères requiert la 
protéine ATM (Bai and Murnane, 2003). La perte complète de ces télomères peut résulter de 
différents mécanismes.  
Tout d’abord, les pertes de télomères peuvent provenir de l’accumulation de cassures aux abords 
des séquences subtélomériques ou télomériques. En effet, la réparation des cassures CDBs est 
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peu efficace dans les régions télomériques (probablement du à l’encombrement occasionné par 
les protéines télomériques). En l’absence de NBS1, ces CDBs  peuvent persister et provoquer à 
terme la perte des télomères entiers.  
Ensuite, ces cassures peuvent être générées suite à un problème lors de la réplication. Deux 
hypothèses sont alors possibles : (i) soit l’absence du complexe MRN facilite l’accumulation de 
lésions qui altéreraient la réplication provoquant la perte stochastique de télomères, (ii) soit son 
absence entraîne une perte préférentielle d’un télomère, hypothèse en faveur d’un rôle spécifique 
de MRN dans la réplication.  
La première hypothèse suppose que la perte des télomères soit la conséquence d’une mauvaise 
réparation des dommages qui affecte la réplication quelque soit le brin lésé. Ainsi, les lésions 
accumulées sur l’un des brins conduiraient  à un arrêt de la fourche de réplication suivie de la 
perte du télomère portant la lésion. Plusieurs arguments vont dans ce sens, en effet la protéine 
MRE11 est recrutée lors du blocage de la fourche  de la réplication dans les cellules de 
mammifères (Maser et al., 2001; Mirzoeva and Petrini, 2003) pendant que RAD50 est présent au 
niveau des fourches de réplication dans les cellules humaines (Robison et al., 2004). De plus,  des 
foci MRN apparaissent après l’arrêt de la fourche suite à l’exposition aux UV des cellules XP 
(Limoli et al., 2002a; Limoli et al., 2002b). Cependant, jusqu'à présent des contraintes techniques 
(manque de résolution pour identifier les dommages télomériques) empêchent de visualiser une 
éventuelle présence du complexe MRN aux sites télomériques endommagées.  
La seconde hypothèse privilégie un rôle spécifique du complexe MRN dans la réplication des 
télomères où l’inhibition de NBS1 devrait entraîner alors la perte préférentielle d’un même 
télomère. Selon des études préliminaires réalisées au sein du laboratoire, la réplication du brin 
directeur serait préférentiellement affectée dans les cellules NBS1KD suggérant que NBS1 soit 
impliqué directement dans la réplication des télomères. Ce résultat serait en accord avec le 
modèle  établi selon lequel le complexe MRN serait en charge de la résection  des brins 
télomériques riches en C après la synthèse des chromosomes (Verdun et al., 2005; Verdun and 
Karlseder, 2006).  Selon ce modèle, l’inhibition de NBS1 se traduirait  par un défaut de 
dégradation du brin C et compromettrait la formation d’une extension télomérique simple brin 
suffisamment longue. Dans ce cas,  la T-Loop ne pourrait pas être formée et les télomères 
seraient plus accessibles aux enzymes de dégradation.   
Outre son rôle de protection physique, le complexe semble aussi requis pour la formation d’une 
structure fonctionnelle des télomères. En effet, le recrutement de MRE11 et ATM -en fin de 
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phase S/ début G2  (à la fin de la réplication des télomères) s’avère essentiel à la genèse d’une 
structure adéquate aux extrémités de chromosomes. En absence de MRE11, les télomères sont la 
cible de réactions enzymatiques non spécifiques des télomères (Verdun et al., 2005). Cette 
fonction n’a pas pu être mise en évidence dans notre modèle puisque l’extinction prolongée de 
MRE11 n’affecte pas  la stabilité des télomères.  
L’inhibition de RAD50 déstabiliserait les télomères dans nos clones Hela bien qu’elle n’ait 
aucune incidence sur  la stabilité génomique (pas de défaut de réparation ou cassures 
chromosomiques). Ce rôle de protection a déjà été évoqué chez A.thaliana où AtRAD50 
participerait à la maintenance des télomères. Selon certains auteurs, AtRAD50 protégerait 
distinctement les télomères intacts et les  télomères courts. Dans le cas où les télomères sont 
intacts, AtRAD50 exerce une simple protection physique limitant les fusions (Vannier et al., 
2006). Par contre, en absence de la télomérase, AtTert, le complexe MRN  faciliterait leurs 
élongations par recombinaison prévenant  les fusions télomériques (Vannier et al., 2006). Notre 
modèle ne permet pourtant pas d’affirmer le rôle relatif à la protection des télomères courts, il 
serait alors intéressant de voir si le comportement vis-à-vis des télomères courts puisse être 
reproduit dans les cellules humaines. Néanmoins, le rôle de RAD50 dans la maintenance des 
télomères semble être conservé pendant l’évolution (levure, thaliana, drosophile, homme). 
b) MRN et le contrôle de la taille  
Les arguments en faveur du rôle de MRN dans  la régulation de la taille des télomères restent 
pour le moins partagés. L’étude de la taille des télomères des cellules issues de patients NBS1 
apporte un premier élément de réponse quant au rôle de MRN. Bien qu’aussi longs que ceux des 
patients AT, les télomères  des patients NBS demeurent plus courts que chez des sujets sains 
(Cabuy et al., 2005; Ranganathan et al., 2001). Ce raccourcissement prématuré attesterait du rôle 
de NBS1 dans la régulation de la taille des télomères. D’autres éléments évoquent aussi 
l’intervention du complexe MRN dans le contrôle de l’élongation des télomères par la  
télomérase. En orchestrant la phosphorylation de TRF1 par ATM, le complexe MRN facilite 
l’accès de la télomérase en favorisant le départ de TRF1 des télomères (Wu et al., 2007). Cette 
coopération entre le complexe MRN et la télomérase a été décrite à plusieurs reprises. La 
restauration de la taille dans les cellules NBS  nécessitait  l’expression conjuguée de la 
télomérase et de NBS1 (Ranganathan et al., 2001). De plus, la réduction de la taille de l’extension 
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télomérique intervenait uniquement après l’inhibition de MRN dans les cellules exprimant la 
télomérase soulignant la connivence qu’il entretient avec  la télomérase (Chai et al., 2006).  
Nos résultats vont pourtant à l’encontre de toutes les données déjà décrites. Nous nous attachons 
actuellement à les confirmer à travers une étude comparative de plusieurs clones invalidés pour 
chaque membre du complexe MRN. En effet, l’inhibition à long terme de NBS1 et MRE11 
stimule l’élongation de la taille des télomères. La nature de cette élongation reste obscure à nos 
yeux, mais suscite beaucoup d’intérêt. En toute logique, une élongation par la télomérase 
semblait plausible. Cependant, l’activité télomérase in vitro  dans les clones ne diffère pas 
significativement selon les clones excluant l’hypothèse d’une élongation télomérase dépendante. 
Toutefois, l’approche utilisée pour mesurer cette activité ne permet pas d’estimer l’activité de la 
télomérase aux télomères et donc cette hypothèse demeure plausible. 
Dans ce cas précis, le complexe MRN limiterait l’accès de la télomérase aux télomères 
contrairement à tout ce qui a été observé à ce jour chez l’homme. L’inhibition du complexe dans 
une cellule n’exprimant ni la télomérase ni ALT permettrait d’étayer un peu plus cette théorie.  
Ce changement rapide et brusque de la taille des télomères  rappelle  l’élongation basée sur la  
recombinaison homologue. Parmi les marqueurs d’une activité de recombinaison télomérique, 
nous retrouvons les mini-cercles télomériques extra-chromosomiques présents dans le clone 
NBS1KD 932.2. Ces cercles sont détectés par migration électrophorétique en deux dimensions 
permettant de séparer l’ADN selon sa taille et sa topologie. Dans les cellules ALT, ces cercles 
sont abondants et associés à une forte activité de la recombinaison. Ces cercles seraient à la fois 
les produits et les substrats pour l’élongation des télomères. L’apparition de ces cercles est 
concomitante avec l’allongement rapide des télomères dans NBS1KD témoignant d’une forte 
activité de la RH aux télomères.  
Selon nos résultats, NBS1 réprimerait la recombinaison aux télomères. Il serait intéressant de 
mesurer les échanges de chromatides soeurs aux télomères afin d’estimer l’activité de 
recombinaison aux télomères et de la corréler avec la présence des cercles extra-
chromosomiques. Cependant, il n’est pas sur que ces événements fassent appel aux mêmes 
mécanismes, en effet les T-SCE seraient plutôt le produit d’événements interchromatidiens alors 
que les cercles extrachromosomiques seraient issus d‘événements intrachromatidiens. 
En revanche, la déplétion de MRE11 induit un allongement des télomères moins prononcé si l’on 
se réfère au  clone NBS1KD. De plus, les cercles télomériques extrachromosomiques sont absents 
de ces cellules. Il est possible que  ces cercles soient indétectables par l’analyse 2D en raison de 
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leur faible nombre. Dans ce cas, l’apparition de ces cercles pourrait alors être corrélée à la taille 
des télomères. Chez la levure, ces mini-cercles sont issus de larges délétions télomériques 
régulant la taille des télomères anormalement longs (Bucholc et al., 2001). Par analogie, nous 
pouvons supposer que ces mini-cercles soient la manifestation d’une  régulation de la longueur 
des télomères.  
Pour ces cercles,  deux rôles sont envisagés:  
(i) soit ils proviennent de la délétion de télomères anormalement longs, dans ce cas ils apportent 
la preuve d’une régulation de la longueur des télomères dans les cellules humaines. Cette 
hypothèse implique l’existence d’une taille seuil. A partir d’une certaine taille, des mécanismes 
seraient mis en place afin de contrebalancer ces fluctuations et restaurer une taille adéquate. 
Selon cette hypothèse, les télomères des cellules MRE11KD ne sont pas suffisamment longs pour 
activer ces processus à l’origine des mini-cercles. Une analyse du profil des télomères et des 
mini-cercles dans les cellules NBS1KD au cours du temps permettrait d’établir une taille critique 
au-delà de laquelle les cercles apparaissent,  de déterminer la durée de vie  de ces cercles et si 
leurs disparitions coïncident avec une restauration de la taille.  
(ii) soit ces cercles constituent des matrices pour une élongation rapide par le mécanisme dit de 
cercle roulant comme déjà été décrit chez la levure  K.Lactis (McEachern and Blackburn, 1996). 
Cette seconde théorie considère que les cercles générés vont en fait permettre à la cellule 
d’amplifier plus rapidement les télomères (cf rolling circle dans paragraphe ALT). 
Ces hypothèses se heurtent à quelques contradictions, la plus flagrante concerne l’implication de 
NBS1 dans la formation des cercles télomériques. En effet, il a été démontré que l’inhibition de 
NBS1 abolit la formation des cercles télomériques dans les cellules ALT. De plus, les délétions 
générées par le mutant de TRF2 sont aussi abolies en absence de NBS1. NBS1 serait donc requis 
pour la formation de ces cercles. Or, dans les clones étudiés et notamment le clone 32.2,  des 
cercles apparaissent  en absence de NBS1 allant à l’encontre des faits présentés ci-dessus. 
Toutefois on ne peut résumer nos résultats à un artefact. Chez A.Thaliana les mutants AtMRE11-
1 et AtMRE11-2 présentent aussi des télomères  longs (Bundock and Hooykaas, 2002), cette 
élongation est aussi retrouvée dans une minorité de cellules AtRAD50-/-  (Gallego and White, 
2001) et conforte un peu plus notre hypothèse selon laquelle le complexe MRN limiterait les 
événements de recombinaison télomérique indésirables.  Ces conclusions sont restreintes à 
l’analyse d’un clone puisque le clone 32.11, pour lequel  l’extinction de NBS1 est moins 
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prononcée, présente une légère augmentation de la taille mais dépourvues de cercles 
extrachromosomiques.  
Une réversion de phénotype serait souhaitable, mais les analyses cytogénétiques révèlent une 
intégration des plasmides en positions interstitielles dans les clones NBS1KD écartant toute 
possibilité de réversion. Par contre celle-ci reste envisageable pour les clones MRE11KD puisque 
le plasmide est accroché aux chromosomes et non pas intégré comme c’est le cas dans les autres 
clones MRNKD. 
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Figure 21 : Tableau récapitulatif de la contribution des protéines télomériques et de la recombinaison  
Dans les cellules humaines intégrant nos résultats. (ND : non déterminée ; (-) pas d’effet ; (+) effet modéré, (++)  
augmentation significative, (+++) effet drastique ; (-T) sans séquences télomériques à la jonction, (+T) avec 
séquences télomériques à la jonction) 
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Conclusions - Perspectives : 
 
L’altération des propriétés télomériques mène à une instabilité génomique favorisant l’émergence 
des cancers. Ainsi, les télomères constituent une structure unique qui permet à la cellule de 
distinguer ces extrémités de ces chromosomes des cassures génomiques induites. De nombreuses 
protéines de la réparation et plus particulièrement de la recombinaison sont présentes de manière 
transitoire ou permanente au niveau des régions télomériques. Leur contribution dans la 
maintenance des télomères est évidente. A ce titre, nous avons étudié l’implication de ces 
protéines dans la protection et la régulation de la taille des télomères. A l’aide d’un système très 
innovant, nous avons pu invalider  spécifiquement les gènes du NHEJ (DNA-PKcs, Ku70, 
LIGIV, XRCC4, de la RH (RAD51, RAD54, RAD52) et du complexe MRN. Nos résultats, 
présentés dans le tableau ci-joint (Figure 21), mettent en perspectives les travaux déjà décrits 
dans la littérature soulignant leur implication dans la stabilité et l’homéostasie télomérique à des 
degrés plus ou moins prononcés. Par ailleurs, nos travaux suggèrent une contribution distincte de 
ces deux voies dans la biologie télomérique, inhérente à leurs modes de fonctionnement. Cette 
complémentarité  pourrait traduire en fait  un recrutement séquentiel de ces deux voies aux 
télomères.    
L’intégrité télomérique est constamment menacée mais ces agresseurs  changent  selon la 
progression du cycle. Les télomères déprotégés sont la cible d’événements de fusions en phase 
G1 phase qui voit le NHEJ majoritaire. En revanche, pendant la phase S, ces télomères 
dysfonctionnels ont plus souvent recours à la RH, entraînant des remaniements télomériques 
majeurs parfois délétères pour la cellule. A l’image des cassures doubles brins, la phase du cycle 
affecterait  le choix  des voies de réparation lors de l’endommagement des télomères. Chez la 
levure, le choix des voies de recombinaison est orchestré par la cycline CDK1 (Ira et al., 2004). 
Par analogie, il a été proposé que l’activation de CDK1 régule l’intervention des mécanismes de 
recombinaison aux télomères (Frank et al., 2006). Ainsi, pendant la phase G1, la faible activité 
CDK1  favorise la fusion des télomères et empêche l’accès de la télomérase. Par contre, durant la 
phase S, CDK1 autoriserait l’action de la RH et de la télomérase aux télomères. L’une des clefs 
de voûte de cette régulation serait en fait le complexe MRX. En effet, son activité serait contrôlé 
selon l’activité CDK1 et modulerait par conséquent la résection des télomères selon le cycle 
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(Frank et al., 2006). En phase G1, en absence d’activité CDK1, les télomères ont recours au  
NHEJ pour fusionner. Par contre en phase S, le complexe MRX prendrait en charge les 
extrémités des chromosomes et faciliterait l’action de la recombinaison (élongation ou délétion) 
et de la télomérase. 
Ce modèle attrayant permettrait de prédire le devenir des télomères  en fonction du cycle 
cellulaire. Dans cette optique, il serait intéressant d’extrapoler ce modèle aux cellules humaines et 
d’identifier les différents partenaires susceptibles de contrôler, selon la phase du  cycle,  l’accès 
des différents mécanismes de recombinaison aux télomères. Pour cela, la mise en place d’un 
modèle nous permettant de visualiser les fusions sera plus judicieux afin d’établir les 




Figure 22: Contribution du NHEJ et de la RH dans la maintenance des télomères conditionées par la phase du 
cycle. 
En phase G1, les télomères endommagés seraient pris en charge par le NHEJ, mécanisme de recombinaison  
majoritaire  durant cette phase de cycle. Pendant la réplication, la RH favoriserait la progression de la fourche  si des 
lésions apparaissent dans les séquences télomériques. Après la synthèse de l’ADN, les télomères néosynthètisées 
sont prises en charges par les systèmes de veille (MRN/ATM) qui les reconnaissent en tant que séquences 
endommagées. Cette étape  permet par la suite  le recrutement de protéines télomériques et de la recombinaison qui 
facilite l’acquisition d’une structure fonctionnelle  protégeant les extrémités des chromsomes. Dans le même temps,  
la taille de ces télomères peut être modifiée, ainsi les télomères déprotégées constituent un substrat privilégié pour la 
télomérase ou la RH. 
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Implication des mécanismes de  la réparation de l'ADN dans la 




Les télomères sont des structures nucléoprotéiques particulières conférant une stabilité aux extrémités de 
chromosomes. La plupart des mécanismes télomériques sont conservée chez les eucaryotes supérieurs 
notamment chez l’homme. Parmi les fonctions exercées, les télomères développent des stratégies visant à 
limiter la recombinaison impropre aux télomères afin de préserver l’intégrité chromosomique. 
Au cours de ma thèse, j’ai étudié les mécanismes de maintenance et de protection des télomères chez 
l’homme, et plus particulièrement le rôle de la recombinaison homologue et recombinaison illégitime. 
Je me suis  plus particulièrement intéressé au rôle de P53 dans le maintien des télomères, à travers sa 
fonction dans la recombinaison. Bien que son rôle soit établi dans la maintenance des télomères des 
cellules ALT, sa fonction est en revanche moins bien décrite dans les cellules présentant une activité 
télomérase. Dans cette perspective, nous avons établi des clones télomèrase (+)  exprimant de manière 
stable le transgène P53R175H, décrit comme stimulant la RH. Cependant, la surexpression de P53R175H  
ne modifie pas le profil télomérique des ces cellules, se révélant ainsi  incapable de stimuler la 
recombinaison télomérique. L’absence de phénotype pourrait être en fait la conséquence d’une 
interférence de la télomérase dans la mise en place d’un processus de recombinaison télomérique. 
 
Le deuxième volet de notre étude nous amené à préciser le rôle la recombinaison dans le maintien des 
télomères. Pour cela,  nous avons construit des lignées isogéniques invalidées pour les deux voies 
majeures de la recombinaison grâce à une nouvelle famille de vecteurs ARNi basée sur des vecteurs EBV 
(brevet CEA N° 0501483) développé par Biard D. Ce système permet d’obtenir une réduction importante, 
spécifique et à long terme (plus de 300 jours en culture) de l’expression d’un gène cible. Plusieurs 
partenaires du NHEJ (DNA-PKcs, XRCC4, LigIV, Ku70), ou de la RH (RAD54, RAD51, RAD52) ou du  
complexe MRN ont été inhibés dans la lignée HeLa (adénocarcinome cervical). 
Dès les premiers jours d’invalidation du gène cible, des altérations de la stabilité des télomères sont 
constatées. Ces altérations se maintiennent au cours de la sélection (de 100 à 300 jours  selon les clones). 
Ainsi, il semble que l’invalidation du NHEJ conduise à une instabilité télomérique associée à un 
raccourcissement de la taille des télomères dans le cas de XRCC4 et LigaseIVKD. Malgré une instabilité 
télomérique prononcée, les cellules RHKD se distinguent pourtant des clones NHEJKD par des altérations 
télomériques particulières. En effet, la dérégulation du RH  mène à des signaux hétérogènes au sein du 
même bras chromosomique. En revanche, les anomalies dites de structure (perte associée à des cassures) 
sont plus abondantes dans les cellules déficientes pour le NHEJ. Ces résultats suggèrent que  le NHEJ 
jouerait un rôle de protection  alors que le RH serait plutôt impliqué dans l’élongation et la réplication des 
télomères. 
 
Cette étude s’est poursuit avec l’examen de clones MRE11KD, RAD50KD, NBS1KD permettant de clarifier 
dans un premier temps le rôle de du complexe dans les différentes voies de recombinaison puis sur la 
maintenance des télomères. A l’image des autres protéines de la recombinaison, RAD50 préserverait 
l’intégrité télomérique. L’invalidation des protéines NBS1 et MRE11 initie une élongation des télomères, 
probable manifestation de l‘activation de la recombinaison télomérique, absente des cellules RAD50KD. 
Ainsi, la présence de cercles télomériques extrachromosomiques  dans le clone NBS1KD vient étayer cette 
hypothèse. Le complexe MRE11/RAD50/NBS1 constituerait alors un répresseur de la RH aux télomères. 
 
Mots clés : télomères, réparation de l’ADN, cassures doubles brins, NHEJ, Recombinaison 
Homologue, interférence ARN, instabilité. 
 
